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DESCRIPCION
Ratones transgénicos SCCE y su uso como modelos de enfermedad humana
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a embriones de ratén y ratones scce transgénicos, su uso como modelos de estudio
de enfermedades humanas, a métodos de uso de estos modelos para identificar compuestos y composiciones
eficaces para el tratamiento de estas enfermedades. En particular, la invencion se refiere a ratones transgénicos que
sobreexpresan un gen scce en la epidermis. Estos animales de modelo presentan un cambio principal en el fenotipo
caracterizado por un trastorno cutaneo grave y son utiles para identificar compuestos y composiciones para el
tratamiento de diversas enfermedades humanas.

Antecedentes generales

La piel como érgano es de interés desde los puntos de vista bioldgico, médico y cosmetoldgico. Existe un gran
nimero de enfermedades cutaneas que o bien son especificas de 6rgano, por ejemplo psoriasis y eccemas, o bien
son manifestaciones de una enfermedad general, tal como reacciones alérgicas generales. El hecho de que existen
enfermedades especificas de la piel puede considerarse una prueba de la existencia de mecanismos moleculares
que son unicos para la piel. Anadlogamente, estudios sobre procesos moleculares especificos de la piel son de
importancia para el entendimiento y tratamiento de trastornos cutaneos. Parece razonable asumir que varios de
estos procesos de una manera u otra estan relacionados a la funcidn mas especializada de la piel, que es la
formacion de una barrera fisicoquimica entre el exterior y el interior del cuerpo. La barrera cutanea fisicoquimica se
ubica en la capa mas externa de la piel, el estrato cérneo.

El estrato corneo es la estructura mas especializada de la piel. Es el producto final del proceso de diferenciacion de
la epidermis, que es el epitelio escamoso estratificado que representa la parte mas externa de la piel. La mayoria de
las células de la epidermis consisten de queratinocitos en diversos estados de diferenciacion. Los queratinocitos
mas bajos, las células basales, residen en una membrana basal en contacto con la dermis, que es el tejido
conjuntivo de la piel, y son los Unicos queratinocitos que tienen capacidad de division. Una fraccion de las células
basales abandona continuamente la membrana basal y experimenta un proceso de diferenciaciéon, que
eventualmente hace que las células se vuelvan bloques de construccion del estrato cérneo. En este proceso los
queratinocitos experimentan varios cambios adaptativos. Existe un contenido aumentado de citoesqueleto que
consiste de citoqueratinas especificas de la epidermis. Los filamentos intermedios de células contiguas se unen a
una unidad funcional mediante un nimero aumentado de desmosomas. Los cambios mas drasticos tienen lugar
durante la transicién de la capa de células vivas mas superior, el estrato granuloso, al estrato cérneo no viable en un
proceso habitualmente denominado queratinizacion. Proteinas reticuladas covalentemente se depositan cerca del
aspecto interno de la membrana plasmatica, formando una envoltura de célula muy resistente. Ademas se secreta
una sustancia rica en lipidos, que se origina en un organulo celular especifico de queratinocitos, al espacio
extracelular y, mediante la formacién de laminas de lipidos, que rodean las células del estrato corneo, constituye la
barrera de permeabilidad frente a sustancias hidréfilas. Finalmente desparecen todas las estructuras intracelulares
excepto los filamentos de citoqueratina empaquetados densamente.

Por tanto, las células del estrato cérneo, los corneocitos, no son viables. Esto significa que la regulacion de diversos
procesos en el estrato cérneo debe ser el resultado de una “programacién” en un estado en el que los queratinocitos
todavia son viables. Se finaliza la renovacion de la epidermis, que normalmente avanza en aproximadamente cuatro
semanas durante las cuales las células son parte del estrato cérneo durante aproximadamente dos semanas, por
medio del desprendimiento de células de la superficie cutanea en el proceso de descamacion. Este proceso es un
ejemplo de “programacion” del estrato cérneo. Un prerrequisito para la funcion del estrato céorneo como barrera
fisicoquimica es que sus células individuales se mantengan juntas mediante estructuras mecanicamente resistentes,
que son desmosomas. La degradacion de los desmosomas, que es un prerrequisito para la descamacién, debe
regularse de modo que se produzca un desprendimiento de células de la superficie cutanea que equilibre la
produccién de novo del estrato cérneo sin interferir con las funciones de barrera del tejido.

Trastornos de queratinizacion

En un gran numero de estados patolégicos en la piel de diversa gravedad, existen alteraciones en el proceso de
queratinizacion. En la psoriasis existe, ademas de una inflamacién crénica tipica, sobreproduccién de un estrato
coérneo inmaduro da como resultado las escamas tipicas de esta enfermedad. Existe un grupo de enfermedades
cutaneas heredadas caracterizado por un estrato cérneo engrosado que conduce a la formacion de “escamas de
peces”, la denominada ictiosis. En varias de las ictiosis existe una tasa de descamacién disminuida. Aunque menos
grave que la ictiosis, la “piel seca” (xerodermia) también se caracteriza por un estrato cérneo del cual se desprenden
los corneocitos, no como en condiciones normales como células individuales o como pequefios agregados de
células, sino como grandes escamas macroscopicamente visibles. Este trastorno es muy comun entre ancianos y
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entre individuos atopicos, es decir individuos con una resistencia aumentada frente a agentes irritantes cutaneos y
una disposicién para desarrollar una forma caracteristica de eccema endégeno. En las enfermedades del acné
existe una queratinizacion alterada en los conductos de las glandulas sebaceas, que conduce a la formacion de
comedones y taponamientos. La formacion de comedones precede a, y se cree que provoca, la lesién de acné
inflamatoria. Las enzimas proteoliticas estan implicadas en la queratinizacion.

Existen varias fases en el proceso de queratinizaciéon y durante la renovacion del estrato cérneo en el que las
enzimas proteoliticas parecen desempefar papeles importantes. Ciertamente la desaparicion de todas las
estructuras intracelulares excepto los filamentos de citoqueratina que se produce durante la transicion entre capas
epidérmicas cornificadas y viables, debe implicar protedlisis. La transformacién de profilagrina a filagrina, una
proteina que se cree que funciona en el tipo especial de agregacion de filamentos de citoqueratina durante la
queratinizacion, puede catalizarse mediante una proteinasa especifica. En el estrato cérneo la filagrina se degrada
adicionalmente en componentes de bajo peso molecular que son importantes probablemente como “humectantes
naturales”. Ademas existen modificaciones proteoliticas de polipéptidos de citoqueratina durante el proceso de
queratinizacién. Finalmente, es probable que acontecimientos proteoliticos desempefien papeles cruciales en la
degradacion de estructuras de cohesion intercelular en el estrato corneo en procesos que conducen eventualmente
a la descamacion.

Cohesion de células del estrato cérneo y descamacioén. El papel de desmosomas

La cohesion intercelular en el estrato cérneo asi como en las partes viables de la epidermis esta mediada en un
grado significativo por desmosomas. Un desmosoma consiste en dos mitades simétricas, cada una de las cuales
esta formada por dos células contiguas. Cada mitad desmosoémica tiene una parte intracelular unida a los filamentos
de citoqueratina y una parte compuesta por glicoproteinas ancladas intracelularmente y con partes extracelulares y
transmembrana. Las partes extracelulares de estas proteinas, las desmogleinas, son moléculas de adhesién, y
mediante su interaccion entre si en el espacio extracelular se forma una estructura de cohesion. La degradacion de
los desmosomas parece seguir vias algo diferentes en el estrato corneo de las palmas y las plantas de los pies en
comparacién con estrato cérneo no palmo-plantar. En este ultimo tejido aproximadamente el 85% de los
desmosomas desparecen poco después de que las células se vuelvan completamente cornificadas. Los
desmosomas restantes, que estan preferiblemente ubicados en los bordes vellosos de las células extremadamente
aplanadas, permanecen aparentemente intactos hasta el nivel en el que tiene lugar la descamacién. En el estrato
cérneo palmo-plantar los corneocitos estdn mucho menos aplanados, y no existe degradacién ehxaustiva de los
desmosomas en capas mas profundas del tejido. En ambos tejidos la descamacién estd asociada con la
degradacion desmosoémica. En la piel ictidsica asi como en la “piel seca”, se ha mostrado que aumenta el nimero de
desmosomas en las capas superficiales del estrato cérneo.

Muchos de los mecanismos moleculares especificos de tejido de la piel estan asociados con la formacion y
renovacion de la capa mas externa que forma la barrera de la epidermis, el estrato corneo, que consiste de células
epiteliales cornificadas rodeadas por lipidos altamente organizados. El estrato cérneo esta formandose
continuamente en el proceso de diferenciacién epidérmica. En los esfuerzos por entender los mecanismos mediante
los cuales se mantiene un espesor constante del estrato cérneo por medio de una descamacion continua de las
células superficiales, se han identificado dos serina proteasas humanas, enzima quimotriptica del estrato cérneo
(SCCE) y enzima triptica del estrato cérneo (SCTE) (Hansson et al. 1994 y Brattsand et al. 1999). La clonacion y la
expresion de la SCCE se describe en el documento WO95/00651, y en el documento US-A-5834290. Ambas
enzimas pertenecen al grupo calicreina de serina proteasas, cuyos genes se ubican a un tramo corto en el
cromosoma 19q13.3-19913.4 (Diamandis et al. 2000). SCCE es sinénimo con calicreina 7 humana (KLK7). Debe
observarse sin embargo, que la numeracion de calicreinas no es consistente entre especies. La expresion de SCCE
y SCTE parece estar limitada a epitelios escamosos que se someten a cornificacion y en los que existe una
necesidad de descamacioén (Ekholm et al. 2000).

Enfermedades cutaneas inflamatorias comunes pueden dar como resultado un impedimento grave provocando
funcion reducida, estigmatizacion, y sintomas sensoriales casi insoportables. Un sintoma dominante de muchas de
estas enfermedades es el picor, que en muchos casos puede ser extremadamente problematico, provocando
alteraciones graves en muchos aspectos de vida cotidiana y patrones de suefio de las personas que lo padecen. En
la dermatitis atopica, que afecta a mas del 10% de los nifios en algun punto de su infancia, el prurito es un criterio de
diagnéstico principal y siempre esta presente en la enfermedad activa. Incluso se ha establecido que la “dermatitis
atopica es un picor que cuando se rasca erupciona”, y que el “prurito debe considerarse una caracteristica esencial
de la dermatitis atépica” (Beltrani, 1999). Los mecanismos de picor se entienden escasamente, y los tratamientos
disponibles son con frecuencia insatisfactorios. Esto puede deberse, al menos en parte, a la falta de modelos
animales satisfactorios (Greaves y Wall, 1996).

En enfermedades cutaneas inflamatorias tales como la psoriasis y la dermatitis atopica la evidencia en favor de un
papel central del sistema inmunitario en la patogénesis es abrumadora. Parece probable que el desarrollo de los
diversos signos y lesiones cutaneas especificas de la enfermedad sean el resultado de interacciones al nivel celular
y molecular entre el sistema inmunitario y moléculas y estructuras derivadas de la piel. En la mayoria de estudios
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dirigidos al entendimiento de estas interacciones, se ha centrado la atencion en citocinas, factores de crecimiento, y
moléculas de adhesién. Aunque muchos de estos componentes se producen mediante células cutaneas, no son
Unicos para la piel, sino que estan presentes de manera mas o menos general en células y tejidos en todo el
organismo. Este hecho puede provocar problemas en por ejemplo el desarrollo de terapias especificas de la piel. La
situacion seria diferente si se encontrara una molécula o estructura realmente especifica de la piel con un papel
central en la fisiopatologia de enfermedades cutaneas inflamatorias. La presente invencion presenta nuevas
evidencias de que la serina proteasa enzima quimotriptica del estrato cérneo (SCCE) puede pertenecer a esta
categoria de moléculas especificas de la piel.

Sumario de la invencién

La presente invencion se refiere a resultados de estudios dirigidos a la dilucidacion de la posible participacion de una
de estas proteasas, SCCE, en patologia cutanea. Se caracterizaron los genes scce murinos y humanos, y se
produjeron ratones transgénicos que sobreexpresan ARNm de scce humano. Los Unicos cambios fenotipicos
macroscoépicos observados en estos animales se encontraron en la piel, que mostré cambios histoldgicos con varias
similitudes con los observados en enfermedades cutaneas inflamatorias tales como en las fases cronicas de
dermatitis atopica en seres humanos. Ademas, los ratones transgénicos mostraron signos de picor grave. También
se encontraron evidencias de sobreexpresion de SCCE en lesiones cronicas de dermatitis atdpica en seres
humanos lo que corresponde a lo que se ha mostrado recientemente en psoriasis (Ekholm et al. 1999). Tomados en
conjunto, los resultados dan soporte a la idea de que la SCCE y enzimas relacionadas pueden participar en la
fisiopatologia de enfermedades cutaneas inflamatorias con picor, y por tanto que la SCCE puede ser una posible
diana para estrategias de tratamiento especificas de 6rgano. Los ratones transgénicos de la invenciéon pueden
proporcionar un nuevo modelo para estudios adicionales de mecanismos de picor y las pruebas de posibles
compuestos y composiciones para mitigar diversas enfermedades cutaneas en las que el picor es un componente.

Se aislé el gen de la SCCE humana de una biblioteca genémica de leucocito humano, n.° de cat. HL 1111 j n.° de
lote 3511 (Clontech, CA) usando sondas de ADNc derivadas de ADNc de scce humano. Se aislaron clones
solapantes y se secuencio el gen estructural completo mediante secuenciacion de ADN automatizada y se analizé
mediante ABI377 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.). La secuencia completa puede encontrarse usando
el numero de registro de Gene Bank AF 332583.

Tabla 1 SCCE humana [org=Homo sapiens] gen de la enzima quimotriptica del estrato cérneo de Homo sapiens
(SEQ ID NO: 3).

TACCACATTTTCTTAATCCAGTCTATCACTGATGGACATTTAGGTTGATTCCCTGTGTTTGCTGTTGT
CAATAGTTCTACAATGAACGTACGTGTCCATGTGTCTTTAAACAGAATGATTTATATTCCTTTGGGTA
CACACACTGGGGCTTATGAGAGGGTGGAGAGTGGGAGGAAGGAGAGGATCAGAAAAAAATAACTA
ATGGGTACTAGGCTTAATACCTGGGTGATTAAATAATCTGTATAACAAACCCCCATGGCGCACGTTC
ACCTACGCAACAAACCTGCACATCCTGCACATGTACCCCCGAACTGAAAAGTTAAAAAAAGAAAAAT
AAATATTTGCTTATAAATTAATAAATGAAGCCCTCAAAAATGTTCTATTAGATAATGTTAAGTACAGA
CATTTTTGTTATAAATACATAATATACAAAGAAATCTATGTATAACATGATTAAAATGACCATAAGAA
CATAGATCCTAAACATGGCAAATATTAGTGGGGTGGGGTTAGGGAAAGCGTTGTTTTTAACTTACA
CCTCTCTGTTAGAGTTGGGAATGGGTTCAGGCGTAATTACAGGCACGACTGGGATCAGCTTGGACA
AGTTCCCCCAGGCGGGCCAGAATTAGGATGTAGGGTCTAGGCCACCCCTGAGAGGGGGTGAGGG
CAAGAAAATGGCCCCAGAAGCCGGGCGCAGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGCGGGGC
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CGAGGCGGGCACATCATGAGGTCAGGAGATCGAGACCATTCTGGCCAACATAGTGAAACCCGGTC
TCTACTAAAAATACAAAAATTATCTGGGAGTGGTGGTGCGTGCCTGTAATCCCAGGTACTCGGGAG
GCTGAGGCAGGAGAATCACTTGAACCTGGGAGGCGGAGCTGGCAGTGAGCCGAGATCGCGCCAC
CGCACTCCAGCCTGGCGATAGAGAGAGACTCCATCCAAAAAAAAGAAAGGAAGGGAGGGAGGGA
GGAGGGAAGAAAGAAAGAAAACCGCCCCAGAGAAGGACCCGAGCCAGAGCCTATTCTCTGAGCTC
AGCGACTGCTTGAATCCCGCTCCTGCCCCTCAGACCCAGCGCACCGGGTCCCTCCCCCGAGAGCA
GCCAGGAGGGACTGTGGGACCAGAATGTGCGGGGGCGCAGGAGCTGGGCACCGCCCGTCCTTCG
GAGGGAGGGTGGAGAGAGAGTGCAGTGGTGCCAATTGCTCTCGCTGCGTCAGGGTTCCAGATAAC
CAGAACCGCAAATGCAGGCGGGGGTGTCCCAGAGTCGGCTCCGCCT! GCACCCCAGGGCGCI' GGG
GCCGGGCATGGGGCGGGGGGTGATATAAGAGGACGGCCCAGCAGAGGGCTGAAGATTTTGGAGC
CCAGCTGTGTGCCAGCCCAAGTCGGAACTTGGATCACATCAGATCCTCTCGAGGTGAGAAGAGGC
TTCATCAAGGGTGCACCTGTAGGGGAGGGGGTGATGCTGGCTCCAAGCCTGACTCTGCTCTCGAG
AGGTAGGGGCTGCAGCCTAGACTCCCGGTCCTGAGCAGTGAGGGCCTGGAAGTCTGCAATTTGGG
GCCTTTTAGGGAAAAACGAACTACAGAGTCAGAAGTTTGGGTTCCACAGGGAAGGGCAAGATCGG
AGCCTAGATTCCTGGGTCTCTAGGGATCTGAAGAACAGGAATTTTGGGTCTGAGGGAGGAGGGGC
TGGGGTTCTGGACTCCTGGGTCTGAGGGAGGAGGGCCTGGGGGCCTGGACTCCTGGGTCTGAGG
GAGGAGGGGCTGGGGGTCTCGACTCCTGGGTCTGAGGGAGGAGGGGCTGGGGGCCTGGACTCC
TGGGTCTGAGGGAGGAGGGGCTGGGACCTGGACTCCTAGGTCTGAGGGAGGAGGAGCTGGGGC
CTGGACTCCTGGGTCTGAGGGAGGAGGGGCTGGGGCCTGGACTCCTGGGTCTGAGGGAGGATGG
GCTGAGGCCTAGACTCCTGGGTCTGAGGGAGGAGGGGCTGGGGCCTGGACTCCTGGGTCTGAGG
GAGGAGGGGCTGGAGCCTGGACTCCTGGGCCTGAGGGAGGAGGGACTGAGACCTGGACTCCTAG
GTCTGAGGGAGGAGGGACTGGGACCTGGACTCCTGGGTCTGAGGGAGGAGGAGCTGGGGGCCT
GGACTCCTGGGTCTGAGGGAGGCGGGGCTGGGGGCCTGGACTCCTGGGTCTGAGGGAGGAGGG
GTTGGGGCCTGGACTCCTGAGCCTGAGGGAGGAGGGACTTGGACCTGGACTCCTAGGTCTGAGG

" GAGGAGGAGCTGGGGGCCTGGACTCCTAGGTCTGAGGGAGGAGGGGCTGGGGGCCTGGACTCC
TGGGTCTGAGGGAGGAAGGTGCTAGGGTCTGGACTCTTGGGTATGAGGGAGGAGGAGGTTAGGG
GTCTGGACTTCTGAGTGTAAGGAAGGAGAGGCCAGAGAAAGGAATTTCTGGGTCTGAGGGAGGAG
GGGCTGGGGTTCTGGACCCCTAGGTCTGAGGGAGGAGGGGCTGGGGCCTGGACTCCTGGGTCTG
TGGGGGGAGGGGCTGGGGCCTGGACCCCTGGGTCTGAGTGGGGAGGGGCTGGGCCTGAATGCT
TTCTCCTTCTCAGCTCCAGCAGGAGAGGCCCTTCCTCGCCTGGCAGCCCCTGAGCGGCTCAGCAG
GGCACCATGGCAAGATCCCTTCTCCTGCCCCTGCAGATCCTACTGCTATCCTTAGCCTTGGAAACT

. GCAGGAGAAGAAGGTGAAAGCTGGACTGGGAAGTCTGACCTCACCTCAGGGCCCCCACTGACCCT
CTCCAAGGAGTCCCTGAGTCAGAACCCTTCCCTCCTCAAACAGCTTCCATCCTGGGAGGACCAGAC
TGTCGGCTGAAGCCCCCGCTCTTCCTGCTTCTGCTGACTCAGGGGGTCTCTGTCCCCTCCAGGCCC
TGCCTCCTGTGCTCAGGGTCTCTCTGTGGTTCCCCAGATGAGATGCGCCTCCTGGGTTTCTGAGTG
GGCTCCTTCTGTCTGTCTCTATCCCTATCTCTTGCTTTCTCTGTATTTCTCCACACATTTTCATCTGTC
TCTGTCCATCTCTGACTCTGGGAATCCCTGAGGTGCAGCCTCAGCCTTCCCCTAATGCTAGCTACCC
ACATGCTCCTCCATGTCTCCATCCAGCCCAGGGTGACAAGATTATTGATGGCGCCCCATGTGCAAG
AGGCTCCCACCCATGGCAGGTGGCCCTGCTCAGTGGCAATCAGCTCCACTGCGGAGGCGTCCTGG
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TCAATGAGCGCTGGGTGCTCACTGCCGCCCACTGCAAGATGAAGTAGGTGCCACCCAAGTCTCTG
CTGGAGGTGCGCCAGCATCTCCAGCTCGCTATGGGGGTGGAAGGGCAGTCTTTCTGTGCCTACGG
CTCTATTCTCCTCTCTCTGGGTCTCTGTCCCCCTCTCTCTGGGCCTCTGTACCCCCTCTCCCTGGGG
CTCTGTCCCCCTCTCTCCCTGGCTCTCTGTCTCCCTCTCTCTGGGTCTCTGTCCCCCTCTCTCTGGA
TCTCTGTTCCCCTCTCTCTGTGTCTCTGTCCCCCATTCTCTCTAGGTCTCTGTTCCCCCTCCTCTCTC
TCTGGGTCTCTGTCCCTCTCTCTCTGGTCTCTGTCCCCCTCTCTCTCTGGATCTCTGTCCCCCTCTCC
CTGGGCCTCTGTACCCCCTCTCCCTGGGGCTCTGTCCCCCCTCTCTGGGTCTCTGTCTGCCTTTCTC
TCTGGATCTCTGTTCCCCTCTGTGTCTCTGTCCCCCTCTCTCTCTGGGTCTCTGTTCCCCCTCCTCTC
TTTCTGGGTCTCTGTCCCTCTCTCTCTGGGTCTCTGTCCCCCTCTCTCTCTGGTCTCTGTTCCCCCTC
CTCTCTCTCTGGTCTCTGTCCCTCTCTCTCTGGGTCTCTGTCACCCTCTCTCTCTGGGTCTCTGTCAC
CCTCTCTCTCTGGTCTCTGTTCCCCCTCCTCTCTCTGTGGGTCTCTGTCCCTCTCTCTCTGGGTCTCT
GTTCCCCTCTCTCTCTGGTCTCTGTTCCCCCTCCTCTCTCTCCGGATCTCTGTCCCCCTCTCCCTGG
GGCTCTGTCCCCCTCTCTCCCTGGCTCTCTGTCTTCCTCTCTCTGGGGCTCTGTCCCCCTCTCTCTC
TGGTCTCTGTTCCCCTCTCTCTGGGTCTCTGTCCCTCTCTCTCTGGGTCTCTGTCCCTCTCTCTCTG
GATCTCTGTCCCCCTCTCCCTGGGCCTCTGTACCCCCTCTCCCTGGGGCTCTGTCCCCCTCTCTCTG
GGTCTCTGTCTGCCTTTCTCTCTGGATCTCTGTTCCCCTCTGTGTCTCTGTCCCCCTCTCTCTCTGG
GTCTCTGTTCCCCCTCCTCTCTTTCTGGGTCTCTGTCCCTCTCTCTCTGGGTCTCTGTCCCCCTCTCT
CTCTGGTCTCTGTTCCCCCTCCTCTCTCTCTGGTCTCTGTCCCTCTCTCTCTGGGTCTCTGTCACCCT
CTCTCTCTGGGTCTCTGTCACCCTCTCTCTCTGGTCTCTGTTCCCCCTCCTCTCTCTGTGGGTCTCT
GTCCCTCTCTCTCTGGGTCTCTGTTCCCCTCTCTCTCTGGTCTCTGTTCCCCCTCCTCTCTCTCCGGA
TCTCTGTCCCCCTCTCCCTGGGGCTCTGTCCCCCTCTCTCCCTGGCTCTCTGTCTTCCTCTCTCT GG
GGCTCTGTCCCCCTCTCTCTCTGGTCTCTGTTCCCCTCTCTCTGGGTCTCTGTCCCTCTCTCTCTGG
GTCTCTGTCCCTCTCTCTCTGGATCTCTGTCCCCCTCTCTCTCTGGGTCTCTGTTCCCCTCTCTCTGG
GTCTCTGTCCCCTCTCCTCTCTCTGTGTCTCTCTCCCCCTCCTCTCTCTGTGTCTCTGTCCCCCCTCC
TATCTCTGTGTCTCTCTCCCCCCTCCTCTCTCTGGGTCTCTGTCCCCCCCTCTCTGGGTCTCTGTCTC
CCTCTCTCTGGGGCTCTGTCCCCCTCTCTCTCTGGATCTCTGTTCCCCTCTCTCTGGGTCTCTGTCT
CCCCTCCTCTCTCTGTGTCTCTGTCCCCCCTCCTCTCTCTGGGTCTCTGTCCCCACCCCGTCCCCCA
GGTCTTTGCACACCCTCTCTGTCACAGTGTCTCTTCTGAATCTGTGAATGTCACTCCTCGCAGTGAG
TACACCGTGCACCTGGGCAGTGATACGCTGGGCGACAGGAGAGCTCAGAGGATCAAGGCCTCGAA
GTCATTCCGCCACCCCGGCTACTCCACACAGACCCATGTTAATGACCTCATGCTCGTGAAGCTCAAT
AGCCAGGCCAGGCTGTCATCCATGGTGAAGAAAGTCAGGCTGCCCTCCCGCTGCGAACCCCCTGG
AACCACCTGTACTGTCTCCGGCTGGGGCACTACCACGAGCCCAGATGGTAGGTGGCCTCAGTGAC
CCAGGAGTGCAGGCCCCAGCCCTCCTCCCTCAGACCCAGGAGTCCAGGCCCCCAGCCCCTCCTCC
CTCAGACCCAGGAGTCCAGGCCTCAGCCCCTCCTCCCTCAGACCCAGGAGTCCAGGCCCCCAGCC
CCTCCTCCCTCAGACCCGCGAGTCCAGACCCCAGCCCCTCCTCCCTCAGACCCAGCAGTCCTGGGC
CCCAGACCCTCCTCCCTCGGAACCAGGAGCCTGAACAACAGCCCTTCTGGTCCTCGCCCCCATCCT
CTCTGACTGACAGCTCTCCCTGCTCCTCCCTGCAGTGACCTTTCCCTCTGACCTCATGTGCGTGGAT
GTCAAGCTCATCTCCCCCCAGGACTGCACGAAGGTTTACAAGGACTTACTGGAAAATTCCATGCTG
TGCGCTGGCATCCCCGACTCCAAGAAAAACGCCTGCAATGTGAGACCCTCCCCCCCAATTCCTCCC
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CAGTCCTGGGTACCCTGTCTGCATGCCCCAGGGACAGAGCTTGACCCAAGTGACT GGGTACCAAG
CCCGGCCTTGCCCTCCCCCCAGGCCTGGCCTCCTCAGCTTTTTCCACCTCATTCTCTGCCTAGGTCA
GGGGTGGGAGTTTACTTAGGGGCCGATGTGGCCCTGGGGATGGGACAGAGAGTTTAATAGGGGT
GAGAAAGTGGGGGTGGGACCAGGGAAGGAGACTGAGGTGCTGGCCTCAGGCCCAAACCCTAAGG
GGGCACCAAAAACCTCAGTGATTGAGATAAATCATAATGCAATATTTAAAAATAAAAATAAAAACTC
ATGCAGAAGTCCATGATGGACAAAATGTCACATTTTAAATAAAGAGCAGGTGGATCTTACTGAATTT
TCCCTTGCCGTAAGTACTAGCGTGGCTCAGCACAGCGCTGTACTGGCACTGTCTTCATTTAAAATGT
GGATACCATGCCCATCATGCAGTTTTATGTATTACATTTGATTTCGTTAAGTACTGCATTGAAGTATT
GTGTATTGCAGTTACTGAGATTTTGTGCCTGAAGCTGATGACTCACTCACCTGACCCTGGCCCTGG
TCCCGGGGAAAACACTCTTTCTCTCCACCTCCTCTCTGTTCCCTCTTTCTGGCCTTTTGTCATCCCCT
CTGTTTCTGAACAGTCTTCCCACATCTCTCTTTGTGACATAATTTCATTTCATTCTTTTCCTCTTTGTT
TTTTCTCTGTGTTGAGCTAGCTTGCTCTCCCTCCCTTGTTCTCTCTCCATGCCCTCCTCTCTGCTCTC
TGTCTTCTCCCTCTTTCTCTTGCTTCTCTCTCTCTCCTCCCCTCCCTCTCTCCTCTCCCTGCCCCCCT
GCTCTCTCTTTTITTCCTCTCTCTCTGTCTCCTCTCTGGCCCTCTCCTCTTTCTCTCTCTCCCCCACTTC
TCTGTCTCTCTTCATCTCTCTCCCTCATCTCTCCTTGCCCCCTCCTTTTTACTGTCTCTCTCTTTCTCT
TTCTTCTATCTCTCTCCTCTCCCCGCCGCTCCCCCATCTCTGTCTTTCTTTCTCTCTCTTTATTCTCCT
CCTCTCTTCCAGTCTCTCTCTCCTCTCCCCACCCCCACCCCATCTCTCTCCCCACACCTTCCCCCCCT
TTCTCTTTGTCTCTCTCTTCTACCTCTITCTTCTCCACCCCCATCTCTCTCTCTCTTCTCTTCCCACAC
CCTCCCCATCTCCCTCATCTCTTTGTCTGTCTCTCTTCTCCCTCCTTCTTTTICCACCCCCATCTCTCTG
TCTCTCTCTCTCCCCATACCCTTTCCCTCTTCCTCATCTCTCTTTGTCTCTCTCTCCTTTCCCTCTTTIC
TTCTCCACCTCCAACTCTCTCTGTCTCTCCACACCCATCCTCCTTGCTCACATCTGCACCTTCAGCTG
TCAGGGGATGTGGGATGGTGAGTGTTAGGGATAGAGGAGATGGGAGAGAGATGACTGTCCTAGA
GAATAGGGTGTTCCCCTTCTCCCCTGGTGAGGGCCAGTTTCATGAATGTGCAAGCTCTGCACGGAC
ACAGAGCCCCACACTCAGAAGGGTCTCAAACTTAGTCTAATGCATTCCTGCTGTTGTCTTGAAATTC
TCAATAATTTTTGAACAAAGGGCCCTGCATTTITCGTTTTGCACCAAGTCCTGTAAATTATGTAACTGG
TCTTCACCCTGGTCTCCGAGACCATCGTGTCCCCCTTTCCTGCGCCACAGGGCACGCATCCACCCC
TTGGAGATGATGTTCCTTCTCCCACTAGCTTGGAGCAGGGTCCTTAACATTGGAAAATAAAGAGTG
CTCTGATCCTGGAAGCCCCACCCCTTCTCTGCAATTGGTCTCATTGGCCAAGGGTCAAACCAGTGT
CTTCAAAGGACCTAGTGTGTCCCTAGCACTAGCTCTCCCATTAGTCCCCAGAGACAATGAGTCTCTT
CTCATTGGCTATGGTGGAAGTCCATAATCTGCAAGACAAAGACCGATAACTGAGGAATGTATGAGA
ATGAGTTGGGCTTTGATCTGAAGCCAAAGTTAATCTCCGGCTCTATTCCCTCTAGGGTGACTCAGG
GGGACCGTTGGTGTGCAGAGGTACCCTGCAAGGTCTGGTGTCCTGGGGAACTTTCCCTTGCGGCC
AACCCAATGACCCAGGAGTCTACACTCAAGTGTGCAAGTTCACCAAGTGGATAAATGACACCATGA
AAAAGCATCGCTAACGCCACACTGAGTTAATTAACTGTGTGCTTCCAACAGAAAATGCACAGGAGT
GAGGACGCCGATGACCTATGAAGTCAAATTTGACTTTACCTTTCCTCAAAGATATATTTAAACCTCA
TGCCCTGTTGATAAACCAATCAAATTGGTAAAGACCT AAAACCAAAACAAATAAAGAAACACAAAAC
CCTCAGTGCTGGAGAAGAGTCAGTGAGACCAGCACTCTCAAACACTGGAACTGGACGTTCGTACA
GTCTTTACGGAAGACACTTGGTCAACGT. ACACCGAGACCCTT ATTCACCACCTTTGACCCAGTAACT
CTAATCTTAGGAAGAACCTACTGAAACAAAAAAAATCCAAAATGTAGAACAAGACTTGAATTTACCA
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TGATATTATTTATCACAGAAATGAAGTGAAACCATCAAACATGTTCCAAAAGTACCAGATGGCTTAA"
ATAATAGTCTGGCTTGGCACAACGATGTTTITITITCTTTGAGACAGAGTCTCTGTTGCTTGGGCTGC
AATGCAGTGATGCAATCTTGGCTCACTGCAACCTCCGCCTCCTGGGTTCAAGTGATTCTCGTGCTTC
AGCCTCCCAAGTACCTGGGACTACAGGTGTGCACCACCACACCAGGCTAATTTTITIGTGTATTITITA
CTAGAGACAGGGTTTCACCATGTTGGCCAGCGTGGTCTTGAACGCCTGACCTCAGATGATCCACCC
ACCTTGGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGGCATGAGCCACCACGGCCAGCCCACAATGATATTA
CAAACCTATTAAAAATGATACTTAGACAGAATTGTCAGTATTATTCAAGAACATTTAGGCTATAGGAT
GTTAAATGACAAAAGGAAGGACAAAAATATATATGTATGTGACCCTACCCATAAAAAATGAAATATT
CACAGAATCAGATCTGAAAACACATGTCCCAGACTGCATACTGGGGTCGTCATGAGGTGTCTCCTT
CCTTCTGTGTACTTTTCCTTGAATGTGCACTTTTATAACATGAAAAATAAAGGTGGGGAAAAAAGTC
TGAAGATCTAAGATTGGAGAGAGGTGACCTTTCAGGAAGGGAGACTAGAAAGAAATATGTGCCTG
GTTTTGAGCCCTGGTCCTGCCGGCCCTGTTCCAGGGCATATTTCCATTTCCCAGATCTCAGTTTTTC
CTGTCTGTAAAATGGGAGAGAGAGGAAAGGATGGAGAGAGGAAGAAGGAAGGGAGGAGGGAGG
AGAGAACAGGCCAACTTCATCAGCGTGGGAAGGGGTGTGAAAGTGTTTCTGAGCATCTCACGAGT
GACAAGTGAGGAGGGAGGCTGGCGGTTTTCAGAGGGATTGGGATGACAGTAGACAGGACACAGG
GGTCCCACAGGGGTCTGCCAGAAGTAAGCAAACAGTGCCGGAGGAAGATGGTGGCACCTGCTCCC
CAAGAAGGGAGGGAAAGGAACCTCGGGAAGCGGGTAGGATGAGGGAGGAGTCCTCTGTGACTCA
GAGCCTGGCCACAGCCCCAGCCATCTAACATCAAAGATCCTCTGTGTGGTCACACCTCAGACGCTG
CTGACCGAGGAGCCACTCCAGCCCAGGACACGCCCTCCTACCTGTTCTTCCTGTTTTTCTCCCAGA
ATTC

Para aislar el gen scce murino se usaron sondas de ADNc derivadas del ADNc de scce murino (Bakman et al. 1999)
para seleccionar y aislar clones de una biblioteca genémica de 129SVJ-Lambda Fix I, n.° de cat. 946306
(Stratagene, La Jolla, CA). Se determind la secuencia del gen completa y se analizdé tal como se describié
anteriormente. La secuencia completa puede encontrarse usando el nimero de registro de Gene Bank AF 339930.

Las secuencias de aminoacidos (tal como se dedujeron a partir de ADNc) de la SCCE humana y murina muestran
aproximadamente el 80% de similitud (Hansson et al. 1994 y Backman et al. 1999).

La organizacion gendémica de los genes estructurales scce murino y humano se muestran esquematicamente en la
figura 1. La diferencia mas evidente entre los genes estructurales de las dos especies es que los intrones son mas
largos en el gen scce humano. Tal como se observa en la figura 1 los genes scce de ser humano y de raton
contienen ambos seis exones, aqui indicados como recuadros negros, y tienen el inicio de la traduccion ubicado en
el exén 2, y el codon de terminacion en el exén 6. En general la organizaciéon de las estructuras exén-intron de los
dos genes es similar pero debido a intrones mas cortos, el gen murino es mas pequefo, de aproximadamente 4kb
en comparacion con 8 kb. En el gen humano, el sitio de iniciacion de la traduccion se encuentra a 60 nucledtidos en
el sentido 3’ del extremo 5’ de exén 2, y una posible caja TATA aproximadamente a 35 pb en el sentido 5’ del exén
1. De manera similar, el codén de iniciacién murino esta colocado dentro del segundo exdn, a 39 nucledtidos en el
sentido 3’ de la unién intron-exoén.

Para generar ratones transgénicos con una regulacion de expresion modificada en comparacion con el scce
enddgeno, se construyd el gen scce humano recombinante bajo el control del elemento promotor y potenciador
temprano de SV40 tal como se describe en el ejemplo 2. Se obtuvieron tres fundadores que mostraron ser
transgénicos para SV40e-hscce integrado en un solo sitio y se establecieron lineas mediante cruce adicional en
ratones C57BL/6JxCBA. Tal como se esperaba, la caracterizacion inicial de las tres lineas revel6 diferencias muy
grandes en niveles de expresion de scce recombinante (véase mas adelante). En la linea n.° 1010, que tiene los
mas altos niveles de transcrito de hscce, eran evidentes anomalias cutaneas, mientras que en las otras dos lineas
no podian observarse cambios cutaneos u otras desviaciones fenotipicas macroscépicas. Para estudios
comparativos detallados adicionalmente de los transgénicos n.° 1010 una de las lineas con fenotipo aparentemente
normal (n.° 107) y miembros de la camada no transgénicos se incluyeron como controles.
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La importancia de la regulacion transcripcional del gen scce recombinante se demostré mediante los resultados
logrados a partir de otras variantes de modelos de ratén transgénico. En estos experimentos se insertaron diferentes
elementos reguladores en el sentido 5’ de un fragmento genémico que comprendia el gen estructural scce humano.
Por ejemplo, se utilizé el promotor de queratina 14 humano/de raton (Vassar et al.) con la idea de dirigir la expresion
de scce recombinante hacia capas celulares mas basales de lo que es la distribucién normal para la SCCE
enddégena. Ademas, se sometié a prueba un fragmento gendémico largo que contenia la secuencia reguladora en el
sentido 5 de scce humano nativo incluyendo el promotor, y se evalu6. En estos experimentos los ratones
transgénicos resultantes no mostraron ningun signo de morfologia cutanea alterada ni signos de picor. El constructo
detallado para la expresion de scce recombinante que comprende los elementos promotores y potenciadores
tempranos de SV40 dio como resultado una distribucion de expresién sorprendentemente limitada y un ratén
transgénico que tenia cambios muy interesantes en la biologia cutanea y signos claros de picor. Este patrén de
expresion y fenotipo fueron sorprendentes puesto que las secuencias reguladoras tempranas de sv40 normalmente
median la transcripcién de alto nivel en células proliferativas mientras que aqui se observo la expresion mas fuerte
en queratinocitos diferenciados.

Segun el conocimiento de los presentes inventores, este es el primer informe de un modelo de ratén para
enfermedades cutaneas inflamatorias con picor producidas mediante manipulaciéon genética de una enzima, que
puede ser especifica de la piel. Es probable que los ratones transgénicos SV40-scce den nuevas perspectivas en la
fisiopatologia de enfermedades cutaneas humanas con picor y proporcionen un nuevo modelo animal para el
desarrollo de tratamientos dirigidos a una diana especifica de érgano. A nivel de ARN, la expresion de la SCCE
puede detectarse en varios érganos, aunque no a niveles comparables a la piel (Hansson et al. 1994 y Brattsand et
al. 1999). En tejidos no malignos, hasta la fecha la proteina SCCE sdlo se ha encontrado en células suprabasales
altas en epitelios escamosos que se someten a cornificacion y con una necesidad de descamacion (Ekholm et al.
2000 y Ekholm et al 1998). Los presentes inventores muestran aqui que la sobreexpresion de la SCCE en ratones
en un sitio cerca a donde se expresa normalmente conduce a un estado que en cierta medida simula enfermedades
cutaneas humanas comunes, con frecuencia debilitantes, tales como dermatitis atépica y psoriasis.

En ratones transgénicos SV40-scce con cambios cutaneos fenotipicos también se encontré la expresion de SCCE
transgénica, de ARN asi como de proteina, en otros 6rganos, especialmente intestino grueso y delgado, y pulmones.
El hecho de que no se observaron cambios patoldgicos en estos érganos puede explicarse o bien mediante una
resistencia o bien mediante una falta de respuesta a los efectos mediados por la SCCE, o bien mediante una falta de
enzimas que activan la SCCE en 6rganos no afectados. La SCCE, humana asi como murina, se produce como un
precursor inactivo, que se convierte en proteasa activa mediante la escision triptica en un sitio conservado (Hansson
et al. 1994 y Backmann et al. 1999). Aun no se ha identificado la enzima responsable de la activaciéon de la SCCE en
la epidermis.

Los ratones transgénicos SV40-scce tienen un patron de expresion algo inesperado de la SCCE en la piel. Puesto
que el constructo de transgén contenia el promotor de SV40, se esperaba encontrar la mayor expresion en sitios con
queratinocitos en proliferacion, es decir en la capa basal de la epidermis y en foliculos del cabello. Por el contrario,
no se encontraron evidencias de la expresion de la SCCE en células basales. En su lugar, tal como se encontré
mediante inmunohistoquimica, habia expresion en células suprabasales, cuya intensidad aumentaba continuamente
con la distancia desde la capa basal. Este patron es similar al que se observa en lesiones de psoriasis (Ekholm et al.
1999) y lesiones cronicas en dermatitis atdépica en seres humanos. Una posible explicacion puede ser que el gen
scce humano contiene elementos reguladores internos que suprimen su expresion en queratinocitos no
diferenciados en la epidermis.

Siguen debiendo aclararse los mecanismos mediante los cuales la SCCE puede provocar una epidermis engrosada
con hiperqueratosis, un infiltrado inflamatorio dérmico, y picor. Segun la opinién actual el precursor de la SCCE se
sintetiza en queratinocitos epidérmicos suprabasales altos y se almacena en cuerpos laminares ricos en lipidos. En
el proceso en el cual un queratinocito terminalmente diferenciado se transforma de una célula viable en un
corneocito, es decir un bloque de construccion de la capa superficial cornificada de la epidermis (el estrato cérneo) el
contenido de los cuerpos laminares, incluyendo precursor de la SCCE, se secreta en el espacio extracelular, en el
que tiene lugar la conversion de pro-SCCE en proteasa activa (Sondell et al. 1995). Una posibilidad es que la SCCE,
que se ha activado tal como se postuld, se difunde a través de la epidermis a las partes superficiales de la dermis,
induciendo de ese modo el engrosamiento epidérmico asi como inflamacion dérmica y la activacion de las
terminaciones nerviosa que median el picor. En estudios previos sobre proteasas como posibles mediadores del
picor se infectaron las enzimas por via intradérmica en voluntarios humanos. La inyeccién de tripsina y quimasa de
mastocitos provocd picor mediante un mecanismo que se cree implica la liberacion mediante mastocitos de
histamina, mientras que el picor provocado por calicreina inyectada via intradérmica parecian estar mediado por un
mecanismo que no implica histamina (Hagermark et al. 1972 y Hagermark (1974)). El tratamiento con un farmaco
antihistaminico parecia no mitigar el picor observado en ratones transgénicos SV40-scce (A. Ny y T.Egelrud,
observacion no publicada). El hecho que la SCCE detectada mediante inmunohistoquimica en la piel de ratones
transgénicos SV40-scce estaba limitado a partes superficiales de la epidermis sugiere que la inflamacién dérmica y
el prurito observado en estos ratones no eran efectos directos de la SCCE activa. Ademas, no se observaron signos
de picor antes de la edad de aproximadamente 5 semanas, mientras que también se encontrd sobreexpresion de la
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SCCE en animales mas jovenes. Una explicacion alternativa a los cambios y signos provocados por la
sobreexpresion de la SCCE en la epidermis podria ser que una actividad proteolitica aumentada en la zona de
transicion entre capas epidérmicas viables y el estrato cérneo puede conducir a la liberacion de mediadores, que se
difunden a otras partes de la piel en las que provocan cambios epidérmicos, inflamacion dérmica, y prurito. Una
tercera posibilidad es que la hiperqueratosis epidérmica y acantosis, inflamaciéon dérmica y prurito son los resultados
de respuestas adaptativas a un deterioro de la funcién de barrera del estrato cérneo provocado por la degradacion
proteolitica aumentada de estructuras responsables de cohesion celular intercelular en la capa cornificada. La
respuesta proliferativa de la epidermis podria ser un resultado o bien de un efecto directo de los mediadores
liberados sobre queratinocitos o bien un efecto que es secundario a la inflamacion dérmica.

Recientemente se describidé una asociacion directa entre una funciéon de barrera epidérmica defectuosa y la
protedlisis aberrante en un estado humano heredado con enfermedad cutanea grave. Se presento fuerte evidencia
de que las mutaciones causantes de enfermedad en el sindrome de Netherton se ubican en un gen que codifica un
precursor de inhibidores de serina proteasa (Chavanas et al. 2000). Estos resultados, junto con los presentes
resultados, sugieren que la actividad aumentada de serina proteasas en la piel pueden en efecto desempefiar un
papel significativo en la fisiopatologia cutanea. También pueden proporcionar incentivos para la exploracion
adicional de posibles principios terapéuticos nuevos para enfermedades cutaneas.

Por tanto la presente invencion se refiere a un ratdon transgénico que tiene integrada dentro de su genoma una
secuencia de nucledtidos heteréloga que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica para una proteina
con una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 75% con respecto a la
secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2, en el que dicha proteina presenta actividad de la enzima
quimotriptica del estrato cérneo (SCCE), y en el que dicha secuencia de nucledtidos heterdloga esta operativamente
unida al promotor temprano de SV40.

La presente invencion se refiere a un método para preparar un ratdn transgénico segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, que comprende las etapas de:

(a) construir y amplificar una secuencia de nucleétidos heterdloga que comprende una secuencia de
nucleotidos que codifica para una proteina con una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de
secuencia de al menos el 75% con respecto a la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2, en
el que dicha proteina presenta actividad de la enzima quimotriptica del estrato corneo (SCCE), y en el que
dicha secuencia de nucledtidos heteréloga esta operativamente unida al promotor temprano de SV40,

(b) introducir dicha secuencia de nucleétidos heteréloga en una célula de ratén,

(c) usar dicha célula, o la progenie de dicha célula, para crear varios supuestos embriones de ratéon o ratones
transgénicos, y

(d) seleccionar un ratéon o embrién de ratén que tiene dicha secuencia de nucleétidos heterdloga integrada
dentro de su genoma.

La presente invencion se refiere adicionalmente al uso del ratén transgénico segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, como modelo para el estudio de una enfermedad con el objetivo de mejorar el tratamiento,
mitigar o mejorar un estado patogénico, para el desarrollo o las pruebas de un cosmético o una formulacion
farmacéutica o para el desarrollo de un método de diagnéstico en relacién con una enfermedad cutanea, cancer de
ovario o cancer de piel.

La presente invencién se refiere adicionalmente a un método para identificar un compuesto o composicion eficaz
para la prevencion en el tratamiento de un fenotipo no deseado o anémalo seleccionado de un fenotipo de piel
andmalo y cancer de piel o de ovario, comprendiendo el método

(a) administrar un compuesto o composicion a un ratéon transgénico segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5,

(b) evaluar el fenotipo de un ratén tratado segun la etapa (a),
(c) comparar el fenotipo de un ratén tratado con un ratén de control no tratado, e

(d) identificar el compuesto o composicion como eficaz para la prevencion o tratamiento del fenotipo no
deseado o anomalo.

Descripcion detallada de la invencion
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En el presente documento se describe un ratén transgénico que tiene integrada dentro de su genoma una secuencia
de nucleétidos heteréloga que comprende al menos una parte significativa de una secuencia de nucleétidos que
codifica para una enzima quimotriptica del estrato cérneo (SCCE) o una variante de la misma operativamente unida
a un promotor que impulsa la expresion de scce heterdlogo o una variante del mismo en la piel.

Mediante el término “heterdlogo” se hace referencia a una secuencia de ADN insertada dentro de o conectada a otra
secuencia de ADN que codifica para polipéptidos no codificados en la naturaleza por la secuencia de ADN a la cual
esta unida. Variaciones alélicas o acontecimientos mutacionales que se producen de manera natural no dan lugar a
un secuencia de ADN heterdloga tal como se define en el presente documento.

También se describe un ratén transgénico que tiene integrada dentro de su genoma una secuencia de nucleétidos
heteréloga que comprende al menos una parte significativa de una secuencia de nucleétidos que codifica para una
enzima quimotriptica del estrato cérneo (SCCE) o una variante de la misma operativamente unida a un promotor que
impulsa la expresion de scce en la epidermis.

Mediante el término “una enzima quimotriptica del estrato corneo (SCCE) humana” se entiende una serina proteasa
que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 2 descrita en el documento WO95/00651 y mostrada en la lista
de secuencias adjunta. La SCCE es sinénimo de calicreina 7 humana (KLK7). Sin embargo, la numeracién de
calicreinas no es consistente entre especies. Tal como se comenta en el ejemplo 6 la KLK7 de rata en (Kroon et al.
1977) no parece ser la SCCE de rata. Mediante el término “una variante de la SCCE” se entiende una variante de
dicha secuencia que no tiene exactamente la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2, puede ser por
ejemplo una proteasa SCCE de otra especie, tal como de una vaca, cerdo, rata o ratén, o un polipéptido sintético
que comprende una parte de la SEQ ID NO: 2. La variante de la SCCE reaccionara generalmente con anticuerpos
producidos frente a la SCCE humana recombinante o nativa purificada y generalmente tendra “actividad de la
SCCE” significativa, es decir ser una serina proteinasa que puede inhibirse mediante los mismos inhibidores que la
disociacién celular espontanea que puede inducirse en sistemas de modelo con muestras de capa cornificada de
piel incubada a pH neutro o casi neutro a temperatura fisiolégica, es decir aproximadamente 37°C, tal como se
describe en el documento WO95/00651.

Tal como puede observarse en las siguientes tablas, existen similitudes significativas entre SCCE de diferentes
especies:

Tabla 2. Alineacion de secuencias de aminoacidos parciales deducidas de diferentes especies, que corresponden a
residuos 162-184 de SCCE humana (Hansson et al.1994). Se muestran en negrita los residuos Asn-170 y Ser-176.

SCCE de vaca NH2...AGIPNSRTNACNGDSGGPLMCKG.. (SEQ ID NO:4)
SCCE de cerdo  NH2..AGIPNSKTNACNGDSGGPLVCKG... (SEQ ID NO:5)
SCCE hum. NH2...AGIPDSKKNACNGDSGGPLVCRG.. (SEQ ID NO:6)
SCCE de rata NH2...AGIPDSKTNTCNGDSGGPLVCND... (SEQID NO:7)
SCCE de raton NH2 AGIPDSKTNTCNGDSGGPLVCND... (SEQ ID NO:8)

El fondo de la bolsa de especificidad de sustrato primario (véase Hansson et al., 1994) en SCCE de diferentes
especies (residuo n.° 170 en la tabla 2 anterior) contiene un residuo de asparagina conservado, que es Unico entre
serina proteasas conocidas. Ademas, la secuencia entre este residuo y el residuo de serina activo (n.° 176 en la
tabla 2) esta altamente conservada. Esto sugiere que la funcién, por ejemplo propiedades cataliticas especializadas,
de la SCCE depende fundamentalmente del residuo de asparagina mencionado.

Tabla 3. Alineacion de secuencias de aminoacidos parciales deducidas de diferentes especies, que corresponden a
residuos (-)7 - 27 de SCCE humana (Hansson et al.1994). Se muestran en negrita los residuos adyacentes al sitio
de activacion (C-terminal de Lys-(-1) de Arg (-1).)
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SCCE de vaca QEDQGNKSGEKIIDGVPCPRGSQPWQVALLKGSQLHCG.. (SEQ ID NO: 9)

SCCE de cerdo QEGQDKSGEKIIDGVPCPGGSRPWQVALLKGNQLHCG... (SEQ ID NO: 10)
SCCE hum. ....EEAQGDKIIDGAPCARGSHPWQVALLSGNQLHCG... (SEQ ID NO:11)
SCCE de rata ....QGERIIDGYKCKEGSHPWQVALLKGDQLHCG... (SEQ ID NO:12)
SCCE de raton ....QGERIIDGIKCKEGSHPWQVALLKGNQLHCG... (SEQ ID NO: 13)

La SCCE humana activa se forma mediante escisién C-terminal de K en la secuencia KIIDG etc. Esta activacion
puede catalizarse mediante tripsina in vitro (Hansson et al., 1994).

Examinando la secuencia de aminoacidos adyacente a este sitio de escision se revela un alto grado de conservacion
entre especies. La secuencia consenso es G-X1-Xo-I-I-D-G (SEQ ID NO:14), en la que X4 es o bien aspartato (D) o
bien glutamato (E), y X2 es o bien lisina (K) o bien arginina (R). Aspartato y glutamato son funcionalmente similares,
teniendo ambos grupos funcionales cargados negativamente. Lo mismo es valido para lisina y arginina, que tienen
ambos grupos funcionales cargados positivamente y forman sitios para la escisidon catalizada por enzimas con
especificidad de sustrato primario similar a tripsina. La secuencia consenso adyacente al sitio de activacion es unica
entre serina proteasas conocidas, sugiriendo una funcién importante. También sugiere que pueden existir enzimas
en el tejido (por ejemplo) epidermis, cuya funcion especifica es la activacion de la SCCE.

También se describe un ratdn transgénico que tiene integrado dentro de su genoma una secuencia de nucleétidos
heteréloga que comprende al menos una parte significativa de una secuencia de nucleétidos que codifica para una
proteina con una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 75% con respecto
a la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO:2 y que contiene la secuencia parcial glicina-X;-Xo-
isoleucina-isoleucina-aspartato-glicina (SEQ ID NO:14), en la que X; es aspartato o glutamato y Xz es lisina o
argininina, operativamente unida a un promotor que impulsa la expresion en la piel.

También se describe un ratén transgénico que tiene integrada dentro de su genoma una secuencia de nucleétidos
heterdloga que comprende al menos una parte significativa de una secuencia de nucleétidos que codifica para una
proteina con una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 75% con respecto
a la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2 y que contiene la secuencia parcial (SEQ ID NO:15) Xs-
asparagina-X4-Xs-Xs-X7-Xg-serina, en la que Xz es cualquier residuo de aminoacido, X4 es cualquier residuo de
aminodcido, Xs es un residuo de cisteina, X¢ €s cualquier aminoacido, X7 es un residuo de glicina, Xs es un residuo
de aspartato, y la serina es el residuo de serina activo caracteristico de serina proteasas, operativamente unida a un
promotor que impulsa la expresion en la piel.

En algunas partes de la descripcion, el polipéptido codificado tiene una identidad de secuencia de al menos el 80%
con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO:2, tal como al menos el 90%, por ejemplo al menos el
95%, preferiblemente al menos el 98%, por ejemplo al menos el 99%.

Para determinar el porcentaje de identidad de dos secuencias de aminoacidos o de dos acidos nucleicos, las
secuencias se alinean con fines de comparacion éptima (por ejemplo, pueden introducirse huecos en la secuencia
de una primera secuencia de aminoacidos o acido nucleico para la alineacién 6ptima con una segunda secuencia de
aminoacidos o acido nucleico). Entonces se comparan los residuos de aminoacido o nucledtidos en las
correspondientes posiciones de aminoacido o posiciones de nucledtido. Cuando una posicion en la primera
secuencia esta ocupada por el mismo residuo de aminoéacido o nucleétido que en la correspondiente posicién en la
segunda secuencia, entonces las moléculas son idénticas en esa posicidn. El porcentaje de identidad entre las dos
secuencias es una funcion del nimero de posiciones idénticas compartidas por las secuencias (es decir, % de
identidad= n.° de posiciones idénticas/ n.° total de posiciones (por ejemplo, posiciones solapantes) x 100). Las dos
secuencias pueden tener la misma longitud.

La alineacion de dos secuencias para la determinacion del porcentaje de identidad puede realizarse usando un
algoritmo matematico. Un ejemplo preferido, no limitativo de un algoritmo matematico utilizado para la comparacion
de dos secuencias es el algoritmo de Karlin y Altschul (1990) Proc. Natl. Acad Sci. USA 87:2264-2268, modificadas
como en Karlin y Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Scl. USA 90:5873-5877. Un algoritmo de este tipo se incorpora en
los programas NBLAST y XBLAST de Altschul, et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410. Pueden realizarse busquedas
de nucledtidos de BLAST con el programa NBLAST, puntuacion = 100, longitud de palabra = 12, para obtener
secuencias de nucleétidos homologas a moléculas de acido nucleico de la invencién. Pueden realizarse busquedas
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de proteinas de BLAST con el programa XBLAST, puntuacion = 50, longitud de palabra = 3 para obtener secuencias
de aminoacidos homodlogas a una molécula de proteina descrita en el presente documento. Para obtener
alineaciones con hueco para fines de comparacion, puede utilizarse Gapped BLAST tal como se describe en
Altschul et al. (1997) Nucleic Acids Res. 25: 3389-402. Alternativamente, puede utilizarse PSI-Blast para realizar una
busqueda iterada que detecta relaciones distantes entre moléculas. Cuando se utilizan los programas NBLAST,
XBLAST, y Gapped BLAST, pueden usarse los parametros por defecto de los respectivos programas. Véase
http://www.ncbi.nim.nih.gov. Alternativamente, puede calcularse la identidad de secuencia después de haber
alineado las secuencias por ejemplo mediante el programa de Pearson W.R y D.J. Upman (Proc Natl Acad Sci USA
85: 2444-2448, 1998) en la base de datos EMBL (www.ncbi.nim.gov/cgi-bin/BLAST). Generalmente, pueden usarse
los parametros por defecto con respecto a por ejemplo “matriz de puntuacion” y “penalizaciéon por hueco” para la
alineacion.

Puede determinarse el porcentaje de identidad entre dos secuencias usando técnicas similares a las descritas
anteriormente, con o sin permitir huecos. En el calculo del porcentaje de identidad, sélo se cuentan coincidencias
exactas.

Mediante la expresion “al menos una parte significativa de una secuencia de nucleétidos que codifica para la SCCE”
se entiende una secuencia de nucleétidos (es decir una secuencia de ADN o una secuencia de ARN) que codifica
para un polipéptido que tiene al menos una parte de la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO:2 y
preferiblemente que da como resultado un fenotipo anémalo tal como se describe a continuacion. Se contempla que
es util e incluso puede que necesario incluir secuencias de intrén cuando se prepara una secuencia de nucleétidos
que codifica para una SCCE o una variante de la misma, es decir uno o mas de los intrones presentes en el scce
humano mostrado en la tabla 1 (véanse también anotaciones del nimero de registro de GenBank AF332583) o uno
o0 mas de los intrones murinos que pueden deducirse de la secuencia murina. Es probable que no sean necesarias
todas las secuencias de intrén y que secuencias de intron de SCCE de otras especies o secuencia de intron de
genes que codifican para otras proteinas también pueden ser adecuadas y deberian insertarse en la secuencia de
nucleétidos que codifica para la SCCE en una manera adecuada.

Se contempla que sélo una parte minoritaria de la SCCE es necesaria con el fin de obtener el fenotipo anémalo.
Mediante la expresioén “una parte significativa” se entiende una secuencia de nucleétidos que codifica para al menos
50 aminoacidos de SEQ ID NO:2, por ejemplo al menos 70 aminoacidos, al menos 100 aminoacidos, al menos 150
aminoacidos o al menos 200 aminoacidos. Se considera que estas longitudes son “una parte significativa del péptido
mostrado en SEQ ID NO:2". Los polipéptidos codificados pueden ser mas largos que las longitudes establecidas
anteriormente, que entonces indicaran las partes que son comunes entre los polipéptidos codificados y SEQ ID
NO:2. Generalmente, sin embargo, tal secuencia de nucledtidos comprendera la parte principal de la secuencia de
nucleotidos mostrada en SEQ ID NO:1 descrita en el documento W0O95/00651 y mostrada en la lista de secuencias
adjunta, tal como al menos 500 nucledtidos, por ejemplo al menos 600 nucleétidos, al menos 650 nucleétidos, al
menos 700 nucledtidos, por ejemplo 750 nucleétidos.

Tales secuencias de nucleétidos se hibridaran generalmente con la secuencia complementaria a la secuencia de
nucleétidos SEQ ID NO: 1 o una parte de la misma en condiciones de hibridacidn rigurosas. También, se describe
un ratén transgénico que tiene integrada dentro de su genoma una secuencia de nucleétidos que se hibrida con la
secuencia complementaria con respecto a la secuencia de nucleétidos SEQ ID NO: 1 o una parte de la misma en
condiciones de hibridacion rigurosas, preferiblemente en condiciones altamente rigurosas, comprendiendo dicha
secuencia al menos una parte significativa de una secuencia de nucledtidos que codifica para una enzima
quimotriptica del estrato corneo (SCCE) o una variante de la misma operativamente unida a un promotor que
impulsa la expresidon de scce en la piel. En una descripcion particularmente interesante de dicho ratén transgénico
dicho promotor impulsa la expresién de scce en la epidermis. El término “riguroso” cuando se usa junto con
condiciones de hibridacion es tal como se define en la técnica, es decir 15-20°C bajo el punto de fusion T, véase
Sambrook et al, 1989, paginas 11.45-11.49. Preferiblemente, las condiciones son “altamente rigurosas”, es decir 5-
10°C bajo el punto de fusidon Tn. Sin embargo, debido a la degeneracién del cédigo genético las secuencias de
nucledtidos, que soélo tienen una semejanza minoritaria con SEQ ID NO:1, también puede que puedan codificar para
una SCCE.

Los vectores para la expresion de los acidos nucleicos que tienen secuencias de nucleétidos que codifican para una
SCCE requieren que el acido nucleico que tiene una secuencia de nucleétidos que codifica para una SCCE humana
esté “operativamente unido”. Un acido nucleico esta operativamente unido cuando se coloca en una relacion
funcional con otra secuencia de acido nucleico. Por ejemplo, un promotor o potenciador esta operativamente unido a
una secuencia codificante si afecta a la transcripcion de las secuencias. ElI promotor y potenciador pueden ser la
misma o dos diferentes entidades. El promotor temprano de SV40 es un ejemplo de un promotor y potenciador
integrado. Operativamente unido significa que las secuencias de ADN que estén unidas son contiguas y, cuando es
necesario unir dos regiones que codifican para proteina, contiguas y en un marco de lectura. Mediante el término “un
constructo de SCCE” se entiende una secuencia de nucledtidos que comprende al menos una parte significativa de
una secuencia de nucleédtidos que codifica para una enzima quimotriptica del estrato cérneo (SCCE) o una variante
de la misma operativamente unida a un promotor que impulsa la expresidén de scce en la piel o parte de la piel. En
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particular se contempla un constructo de SCCE que comprende un promotor que impulsa la expresion de scce en la
epidermis.

Segun la presente descripcion el promotor es un promotor ubicuo. Mediante el término “promotor ubicuo” se
entiende un promotor que es activo en muchos tipos de célula diferentes del organismo huésped en contraste con un
promotor cuya expresion es especifica para uno o algunos tipos de célula diana (un promotor especifico de tejido).
Un ejemplo de “promotor ubicuo” es el promotor de SV40 y variaciones del mismo tales como el promotor temprano
de SV40. Otros ejemplos de promotores ubicuos son otros promotores virales tales como promotor temprano de
polioma, promotores de adenovirus de repeticiones de terminaciones largas retrovirales (5-LTR), y genes celulares
de mantenimiento tales como B-actina y promotores de proteina ribosémica. El promotor es preferiblemente un
promotor heterdlogo.

También se describe un ratén transgénico que comprende una secuencia de nucledtidos heterdloga que comprende
una parte significativa de secuencia de ADN que codifica para la SCCE humana tal como se muestra en SEQ ID
NO:1. También se describe un ratén transgénico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica para
una parte significativa del péptido mostrado en SEQ ID NO: 2 tal como se definié anteriormente. En realizaciones
preferidas, la secuencia de ADN codifica para el péptido que corresponde al aminoacido n.° -7 a n.° 224 de la
secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2, el péptido que corresponde al aminoacido n.° 1 a n.° 224 de
la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2 o el péptido mostrado en SEQ ID NO: 2. Realizaciones
actualmente preferidas se refieren a ratones transgénicos segun la invencién, en los que la secuencia de ADN
comprende el ADN mostrado en SEQ ID NO: 1 o la secuencia de ADN es SEQ ID NO: 1.

En una realizacion importante de la invencion, el ratén transgénico segun la invencién muestra un fenotipo anémalo,
tal como un fenotipo de piel anédmalo y/o una predisposicion para cancer de ovario o cancer de piel. Preferiblemente,
el ratéon segun la invencion muestra un fenotipo de piel anémalo que se asemeja a una o mas enfermedades
cutaneas inflamatorias caracterizadas por hiperqueratosis epidérmica, acantosis, inflamacién epidérmica y/o dérmica
y/o prurito, por ejemplo enfermedades cutaneas heredadas con hiperqueratosis epidérmica, ictiosis vulgar, psoriasis,
dermatitis atépica crénica o eccema crénico. El ratédn segun la invencion puede mostrar por tanto hiperqueratosis
epidérmica, acantosis, inflamacién epidérmica/dérmica y/o prurito.

Por tanto la presente invencion se refiere a un ratdon transgénico que tiene integrada dentro de su genoma una
secuencia de nucledtidos heteréloga que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica para una proteina
con una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 75% con respecto a la
secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2, en el que dicha proteina presenta actividad de la enzima
quimotriptica del estrato corneo (SCCE), y en el que dicha secuencia de nucleétidos heterdloga esta operativamente
unida al promotor temprano de SV40.

La presente invencion se refiere a un método para preparar un ratdn transgénico segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, que comprende las etapas de:

(a) construir y amplificar una secuencia de nucleétidos heterdloga que comprende una secuencia de
nucleotidos que codifica para una proteina con una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de
secuencia de al menos el 75% con respecto a la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2, en
el que dicha proteina presenta actividad de la enzima quimotriptica del estrato cérneo (SCCE), y en el que
dicha secuencia de nucleotidos heterdloga esta operativamente unida al promotor temprano de SV40,

(b) introducir dicha secuencia de nucleétidos heteréloga en una célula de ratén,

(c) usar dicha célula, o la progenie de dicha célula, para crear un numero de supuestos embriones de ratén o
ratones transgénicos, y

(d) seleccionar un ratéon o embrién de ratén que tiene dicha secuencia de nucleétidos heteréloga integrada
dentro de su genoma.

En una realizacion preferida, la invencién se refiere a un método para preparar un ratéon transgénico segun la
invencioén, en el que el ratén muestra un fenotipo anémalo tal como se definié anteriormente. Comprendiendo el
método introducir el constructo de SCCE en un évulo o embrién del ratéon por medios fisicos, quimicos o virales, por
ejemplo mediante electroporacion, transfeccion, microinyeccion o infeccion viral. En una realizacién preferida de la
invencion, el constructo de SCCE se microinyecta en un 6vulo o embridn del ratéon o en células madre embrionarias
del raton. En una realizacion preferida, el método segun la invencion comprende microinyectar el constructo de
SCCE en 6vulos o embriones de ratones C57BL/6JxCBA-f2. El método preferiblemente comprende ademas cruzar
los ratones resultantes con C57BL/6JxCBA o con C57BL/ 6J para obtener camadas transgénicas y lineas de raton
estables. Se contempla que tales lineas celulares estables derivadas de los ratones transgénicos que comprenden
un constructo de SCCE tal como se describid anteriormente son Utiles por ejemplo para la seleccion de alto
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rendimiento de compuestos adecuados tal como se describe a continuacion.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso del ratéon transgénico segun la invencién como un modelo para el
estudio de la enfermedad con el objetivo de mejorar el tratamiento, mitigar o mejorar un estado patogénico, para el
desarrollo o las pruebas de un cosmético o una formulacién farmacéutica o para el desarrollo de un método de
diagnostico. Un uso preferido segun la invencion de dicho ratén transgénico es como un modelo para una
enfermedad cutanea o un modelo para cancer de piel o de ovario.

La presente invencion se refiere ademas al uso del ratdn transgénico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 5, como modelo para el estudio de una enfermedad con el objetivo de mejorar el tratamiento, mitigar o mejorar un
estado patogénico, para el desarrollo o las pruebas de un cosmético o una formulacion farmacéutica o para el
desarrollo de un método de diagnéstico en relacion con enfermedad cutanea, cancer de ovario o cancer de piel.

La presente invencion se refiere ademas a un método para identificar un compuesto o composicién eficaz para la
prevencién o tratamiento de un fenotipo no deseado o anémalo seleccionado de un fenotipo de piel anémalo y
cancer de piel o de ovario, comprendiendo el método

(a) administrar un compuesto o composicion a un ratéon transgénico seguin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5,

(b) evaluar el fenotipo de un ratén tratado segun la etapa (a),
(c) comparar el fenotipo de un ratén tratado con un ratén de control no tratado, e

(d) identificar el compuesto o composicion como eficaz para la prevencion o tratamiento del fenotipo no
deseado o anémalo.

Una realizacion actualmente preferida de la invencion se refiere a un método para seleccionar o identificar un
compuesto o composicion eficaz para la prevencion o tratamiento de enfermedades cutaneas inflamatorias con picor
tales como ictiosis vulgar, prurigo nodular, neurodermatitis, liquen plano. Otras realizaciones preferidas de la
invencién se refieren a un método para seleccionar o identificar un compuesto o composicion eficaz para la
prevencién o tratamiento de dermatitis atopica crénica y psoriasis. Ademas, la invencion se refiere a un método
segun la invencion para seleccionar una composiciéon cosmética.

Leyenda de las figuras

Figura 1. Organizacion de los genes estructurales humano y murino y el gen sv40e/hscce recombinante. Los seis
exones se indican como recuadros negros. Los sitios de iniciacion de traduccién, ubicado en el exén 2, se indican
con “ATG”, y los codones de terminacién en el exén 6 con “TAA”. Ademas, la posicion del elemento regulador
transcripcional sv40e en el constructo usado para generar el animal transgénico se indica por una flecha.

Figura 2 pS99.
Figura 3.

A: Analisis de PCR cuantitativa en tiempo real del ARNm de scce humano recombinante en diversas
preparaciones de tejido de las lineas transgénicas n.° 1010 (barras negras) y n.° 107 (barras blancas). Se llevaron
a cabo analisis por triplicado en muestras de ARN que comprendian material combinado de tres animales de cada
linea. Se uso6 la fosfoproteina PO ribosémica acida murina como patrén interno. Media y DE.

B. Analisis de ELISA de proteina SCCE en diversos tejidos de las lineas transgénicas n.° 1010 (barras negras) y
n.° 107 (barras blancas), y hermanos no transgénicos (barras grises). Se llevaron a cabo analisis por triplicado en
extractos combinados de tres animales de cada linea y controles. Media y DE.

Figura 4 Pro-SCCE y SCCE activa en la piel de ratones scce transgénicos n.° 1010. Hu = extracto de estrato cérneo
plantar humano; Tg = extracto de piel de transgén n.° 1010; Wf = extracto de piel de miembro de la camada del tipo
natural. Se homogenizaron aproximadamente 0,1 g de piel de ratéon en 10 ml de acido acético 1 M y se extrajo
durante la noche a 4°C. Tras el aclaramiento por centrifugacion se tomaron alicuotas de los extractos, se liofilizaron
y se resolubilizaron en tampdn de muestra de electroforesis.

A: Inmunotransferencia con anticuerpos especificos para SCCE, muestras reducidas. Las puntas de flecha
indican, desde la parte superior a la inferior, pro-SCCE glicosilada, mezcla de pro-SCCE no glicosilada y SCCE
glicosilada, y SCCE no glicosilada. Cantidad de muestra aplicada correspondiente a 0,1 mg y 4,5 mg de piel para
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Tg y W, respectivamente.

B: Zimografia en gel de acrilamida al 12,5% con caseina al 1%; muestras no reducidas. Cantidad de muestra
aplicada correspondiente a 0,4 mg y 4,5 mg de piel para Tg y Wt, respectivamente. La flecha indica SCCE.

En el extremo izquierdo (marcado con asteriscos) marcadores de peso molecular; desde la parte superior 106, 81,
47,5, 35,3, 28,2, y 20,8 kDa respectivamente.

Figura 5. Comportamiento de rascado de ratones transgénicos scce (n.° 1010). Se observaron veintitun ratones, (11
transgénicos, 5 hembras; 10 miembros de la camada de tipo natural, 2 hembras) cada cinco dias durante 45 dias,
empezando cuando los ratones tenian 5-6 semanas de edad. En cada punto de observacion se transfirieron ratones
puntuales a jaulas individuales, y se contaron los episodios de rascado con las patas traseras o delanteras durante
tres periodos de 5 min. con un lapso de 2,5 min. desde la transferencia a la jaula hasta el primer recuento, y entre
periodos de recuento. Se combinaron los resultados para los tres periodos de observacién y se calculé el nimero de
episodios de rascado por min. Se muestra en A el nimero de episodios de rascado (media y EEM para todos los
animales en cada grupo), se facilita en B el porcentaje de animales con al menos un episodio de rascado por min. &
(cuadrado) = ratones transgénicos n.° 1010; A (triangulo) = miembros de la camada de tipo natural.

Figura 6. Histologia e inmunohistologia de SCCE de piel de raton transgénico scce n.° 1010 y control; comparacion
con piel humana normal y lesion crénica de dermatitis atopica. Muestras fijadas en formaldehido e incrustadas en
parafina. A-B tefiidas con hematoxilina y eosina. C-F tincion con inmunoperoxidasa con anticuerpos especificos para
SCCE, contratincion con hematoxilina. A y C: ratones transgénicos n.° 1010, 5 semanas de edad. B y D: miembro de
la camada no transgénico. E: Dermatitis atopica. F: Piel humana normal. Barra = 50 um.

Figura 7. El efecto sobre el picor en ratones transgénicos scce del glucocorticoide acetonido de triamcinolona.
Cuadrados = acetonido de triamcinolona, n = 4; triangulos = controles (solucién salina), n = 6. * = diferencia
estadisticamente significativa (p < 0,05) entre controles y grupo tratado.

Figura 8. El efecto sobre el picor en ratones transgénicos scce del antihistaminico loratadina. Barras negras =
loratadina (n = 7); barras blancas = controles (n = 7); media y EE. No hubo diferencias estadisticamente
significativas en la frecuencia de rascado entre el grupo de tratamiento y el grupo control.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se proporcionan para la ilustracion y no pretenden limitar la invencion a los ejemplos
especificos proporcionados.

EJEMPLO 1
Aislamiento y clonacién del gen de SCCE humana.

Se aislé el gen de SCCE humana de una biblioteca gendémica de leucocitos humanos, n.° de cat. HL 1111 j n.° de
lote 3511 (Clontech, CA) usando sondas de ADNc derivadas del ADNc de scce humano. Se amplificé a partir de
pS500 un fragmento de ADNc de 253 pb (Hansson et al, 1994) mediante PCR usando SYM3300 (5'-
GGTGGCCCTGCTCAGTGGCA-3') (SEQ ID NO: 16) y SYM3301 (5-CACCATGGATGACACAGCCTGG-3') (SEQ ID
NO: 17), marcado con %P mediante cebado al azar usando un kit de oligomarcaje (Amersham, R.U.) y se usé como
sonda para seleccionar. El fragmento cubre las bases de 149 a 401 de la secuencia de ADNc de la SCCE humana
publicada (Hansson et al., 1994). Se sometieron a seleccion aproximadamente 5x10° placas. Se prepararon filtros,
se prehibridaron y se hibridaron a 65°C, y se lavaron a 65°C y 25°C segun las recomendaciones de los fabricantes
de membrana (membranas de transferencia de hibridaciéon Colony/Plaque Screen™, DuPont NEN, MA). Se
expusieron los filtros a Hyperfilm-MP (Amersham, R.U.). Tras tres rondas de seleccion, se seleccionaron clones
positivos individuales, y se aisl6 ADN de fago usando técnicas convencionales (Sambrook et al., 1989). Se digiri6 el
ADN de fago con varias enzimas de restriccion y se realizé transferencia de tipo Southern usando tres sondas
diferentes. En primer lugar, se usé el fragmento 5’ de 253 pb descrito anteriormente. En segundo lugar, se usé un
fragmento 3’ de ADNc no codificante de 618 pb como sonda. Se amplifico el fragmento mediante PCR usando
pS501 como molde, cebador directo SYM3302 (5-AATAAAGAAACACAAAACCC-3’) (SEQ ID NO: 18) y cebador
inverso SYM3418 (5-TGTAATATCATTGTGGGC-3’) (SEQ ID NO: 19). pS501 es un plasmido que contiene ADNc de
la SCCE humana de 1888 pb aislado de una biblioteca de ADNc de queratinocito Agt11 ligado en el sitio EcoRI de
pUC19 y cubre ADNc con secuencia codificante desde el aminoacido cuatro hasta el codéon de terminacion y
contiene una secuencia 3’ sin traducir adicional de 868 pb. Finalmente, se aislé6 un fragmento de 897 pb que
contenia la secuencia de ADNc de la SCCE codificante entera a partir de pS500 digerido con EcoRI/Dral (Hansson
et al., 1994) y se usé como sonda. Se marcaron las sondas y se realiz6 la hibridaciéon tal como se describid
anteriormente. Se digirieron dos clones positivos con Sall y se clonaron en pUC19 generando pS772 y pS773. Con
el fin de determinar la secuencia de ADN del gen de la SCCE humana, se generaron varios subclones solapantes de
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pS772 y pS773 en pUC19. Se secuenciaron los subclones usando el método de terminacion de cadena de
didesoxilo (kit de secuenciacion de T7, Pharmacia, Suiza o el kit de reaccion lista de secuenciacién de ciclo con
terminador colorante, PE Applied Biosystems, CA) con cebadores M13 directo e inverso asi como cebadores
especificos.

Aislamiento y clonacién del gen de la SCCE de ratén.

Para aislar el gen de la SCCE murina, se aislé un fragmento de ADNc de 430 pb a partir de pS506 digerido con
Hindlll/Salll (Backman et al., 1999). Se marcoé el fragmento con *2P mediante cebado al azar usando un kit de oligo-
marcaje (Amersham, R.U.), y se us6 como sonda para someter a seleccion una biblioteca genémica de 129SVJ-
Lambda Fix Il (Stratagen, CA). Se sometieron a seleccién aproximadamente 1x10° placas. Se prepararon las
transferencias, se prehibridaron y se hibridaron a 65°C tal como se describe por el fabricante (membranas de
transferencia de hibridacién Colony/ Plaque Screen™, DuPont NEN, MA).También se realizé un lavado tal como se
describe en el protocolo de hibridacion y se expusieron las membranas a Hyperfilm-MP (Amersham, R.U.). Se
seleccionaron clones positivos individuales tras tres rondas de seleccion. Se investigaron adicionalmente algunas
placas positivas mediante PCR usando SYM4118 (5-GGATGTGAAGCTCATCTC-3’) (SEQ ID NO: 20) y SYM4121
(5-TGGAGTCGGGGATGCCAG-3’) (SEQ ID NO: 21). Se analizaron los productos de PCR obtenidos mediante
transferencia de tipo Southern usando la sonda y condiciones descritas anteriormente. Se aisl6 ADN de fago a partir
de clones positivos confirmados usando técnicas convencionales. Se realizd el andlisis de tipo Southern en el ADN
de fago digerido con un panel de enzimas de restriccion usando la sonda y condiciones descritas anteriormente. Se
digirié uno de los clones positivos con Sacl, y se aislé un fragmento de ~15,5 kb y se cloné en pUC19 generando
pS714. Se generaron varios subclones solapantes de pS714 en pUC19. Se realiz6 la secuenciacion de ADN de los
subclones tal como se describe para el gen de la SCCE humana.

Analisis de extension de cebador.

Se usaron dos oligonucledtidos especificos del exén 1; uno humano y uno de ratén, para determinar los extremos 5’
de los transcritos de la SCCE humana y murina. Para determinar el inicio del transcrito humano (Ausubel et al.) se
amplificd un fragmento de PCR de 346 pb a partir del plasmido pS779 (un subclén que cubre la secuencia 5’ no
traducida, los exones 1-3, el extremo 5’ del exdn 4 y los intrones 1-3) usando el cebador directo SYM4720 (5'-
GGGAGGGTGGAGAGAGA GTGCAGTG) (SEQ ID NO: 22) y el cebador inverso SYM489925’-AGTCTAGGCTGCAG
CCCCTAC-3’) (SEQ ID NO: 23). Para preparar una sonda monocatenaria marcada con ’P-dCTP de 245 pb, se
hibridé el cebador hEXON1 (5’-CTCGAGGGATCTGATGTGATCC-3’) (SEQ ID NO: 24) al fragmento amplificado y se
realizé el marcaje usando el kit de marcaje de ADN Prime-A-Probe TM (Ambion, Austin, Texas, EE. UU.). Se
mezclaron 10° cpm de sonda marcada con 50 pug de ARN total de piel humana. Se realizaron la hibridacion y el
tratamiento S1 usando S1-Assay™ (Ambion, Austin, Texas, EE. UU.). Se analiz6 el producto final en un gel de
secuenciacion. Se usaron reacciones de secuenciacion didesoxilo del pS779 cebado con oligo hEXON1 como
marcadores de tamanio.

Se determiné el inicio del transcrito murino usando pS721 linealizado con Sacl (un subclén que cubre la secuencia 5’
no traducida, los exones 1-3, los intrones 1-2 y el extremo 5’ del intron 3). Se preparé una sonda monocatenaria
marcada con *P-dCTP de 225 pb hibridando el cebador mMEXON1 (5-CTGGGAGTGACTTGGCGTGGCTCT-3’)
(SEQ ID NO: 25) al plasmido lineal y se realizé el marcaje usando el kit de marcaje de ADN Prime-A-Probe TM
(Ambion, Austin, Texas, EE. UU.). Se mezclaron 10° cpm de sonda marcada con 50 ng de ARN total aislado de cola
de raton. Se realizaron la hibridacién y el tratamiento S1 usando S1-Assay™ (Amblon, Austin, Texas, EE. UU.). Se
analizé el producto obtenido tal como se describié anteriormente usando reacciones de secuenciacién de pS721
cebado con oligo mEXON1 como marcadores de tamario.

RESULTADOS

(Secuencia de nucledtidos en Gene Bank: scce humano (hSCCE): numero de registro AF332583; scce murino
(mSCCE): numero de registro AF339930).

Se sometio a seleccién una biblioteca gendmica de leucocito humano EMBL3)A usando una sonda preparada a partir
de la region codificante de ADNc de ssce humano (Hansson et al, 1994) se identificaron clones positivos
individuales. Basandose en el analisis de restriccion y transferencia de tipo Southern se seleccionaron dos clones
solapantes, de 12 y 15,5 kpb de tamafo respectivamente. Estos clones abarcaban el ADNc de scce entero. La
estructura gendmica del gen estructural scce humano comprende seis exones y abarca aproximadamente 8 kb. La
organizacion y tamafios de exones e intrones se muestran en la figura 1. El sitio de iniciacion de traduccion
(denominado +1) se encuentra a 60 nucleétidos en sentido 3’ del extremo 5’ del exén 2.

Para aislar el gen scce murino, se sometié a selecciéon una biblioteca gendmica de SVJ129-AFIX™ |l usando una
sonda correspondiente a la regién codificante del ADNc de scce murino (Backman et al.). Entre los clones aislados
se demostré6 que uno que albergaba aproximadamente 15,5 kb contenia el gen estructural murino entero. Se

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2369 659 T3

secuencié una parte principal que comprendia 11.770 nucleétidos y se mostré que el gen scce estructural murino era
mas corto que el gen humano. Sin embargo, la organizaciéon global revela varias similitudes con el homodlogo
humano y también consiste en seis exones (figura 1). Puesto que el sitio de poliadenilacion del ADNc murino ain no
se ha identificado, no pudo determinarse el tamafio exacto del exén 6. Sin embargo, se ubicd un supuesto sitio poli A
a 136 pb en sentido 3’ del codén de terminacion. El sitio de iniciacion de traducciéon (denominado +1) se encuentra
en el exon 2, 39 nucledtidos en el sentido 3’ del intréon 1, unién 3’-intron-exoén.

Para determinar extremos 5’ de los transcritos humano y murino se realizaron estudios de extension de cebador. El
analisis de secuencia del ADNc humano (exon1, resultados sin publicar) revel6 que el producto de extension de
cebador humano principal se extiende al nucledétido identificado en el extremo 5’ de la secuencia de ADNc humana
(Hansson et al.). El analisis de los dos productos principales obtenidos del gen murino mediante extension de
cebador revela dos inicios de transcripcion diferentes. Un producto se extiende a un nucleétido 5’ del extremo 5’ del
ADNCc de SCCE murina (Backman et al.). El otro producto se extiende a un nucleétido 3’ del extremo 5’ del ADNc.

EJEMPLO 2

Generacion y caracterizacion fenotipica macroscopica de ratones transgénicos scce con el gen hscce bajo el control
del promotor SV40e

Construccién del transgén.

Con el fin de sobreexpresar el gen estructural scce gendmico humano bajo la regulacion de transcripcion del
promotor y potenciador temprano del virus del simio 40, SV40e, se construy6 un vector de expresion. Se modifico el
ADN genomico de scce mediante la insercion de ligadores Hindlll 20 pb en el sentido 5 del codén de iniciacion y
4,8 kb en el sentido 3’ del codén de terminacion, respectivamente. Se ligd el fragmento scce Hindlll resultante a un
fragmento de pS99 BamHI/Hindlll de 325 pb (figura 2) que contenia los elementos potenciador y promotor SV40e y
se clond en pBluescript SK+/- (Stratagene) dando como resultado pAM119. Para la transferencia génica, se digirio el
plasmido pAM119 con BamHI y Clal y se aisl6 el fragmento SV40e/scce de aproximadamente 10,7 kb y se purifico
mediante electroelucion antes de su microinyeccion dentro de ovoalbumina de ratén de estadio unicelular.

Se generaron ratones transgénicos en embriones C57BL/63xCBA-f2 mediante procedimientos de microinyeccion
convencionales (Hogan et al., 1986). Se escindié el fragmento de SV40e/scce de 10,7 kb que iba a inyectarse del
plasmido pAM119 mediante escisién con enzima de restriccion con BamHI y Clal, se separé mediante electroforesis
en gel a través de gel de agarosa, se retird, se aislé usando isotacofresis y se precipité con etanol.

Identificacién de animales transgénicos.

Para identificar animales transgénicos, se extrajo ADN a partir de biopsias de cola de ratones de 3 semanas de edad
y se analiz6 el ADN o bien mediante analisis de transferencia de tipo Southern o bien con PCR tal como se describe
en Ausubel et al. Se realiz6 el andlisis de PCR usando cebadores especificos para scce humano (IE2: 5-GCT CTC
CCATTA GTC CCC AGA GA-3’ (SEQ ID NO: 26), MJ2: 5-CCA CTT GGT GAA CTT GCA CAC TTG-3' (SEQ ID NO:
27)). En resumen, se realiz6 la PCR con una desnaturalizacion inicial a 95°C durante 10 min., seguido por 28 ciclos
de desnaturalizaciéon a 95°C durante 30 s, hibridacién a 65°C durante 30 s, elongacion a 72°C durante 45 s y
finalmente por una elongaciéon de 10 min. a 72°C. Se analizaron los productos de PCR resultantes mediante
electroforesis en gel de agarosa convencional usando un gel de agarosa al 1% y visualizando el ADN con bromuro
de etidio tal como se describe en Ausubel et al., 1992. Se establecieron tres lineas transgénicas (n.° 103, n.° 107 y
n.° 1010) cruzando ratones heterocigéticos con C57BL/ 6JxCBA.

RESULTADOS

Tal como se esperaba, la caracterizacion inicial de las tres lineas reveld diferencias muy grandes en niveles de
expresion de scce recombinante (véase el ejemplo 3). En la linea n.° 1010, que tiene los niveles de transcripcion de
hscce mas altos, eran evidentes las anomalias cutaneas, mientras que en las otras dos lineas no podian observarse
cambios en la piel u otras desviaciones fenotipicas macroscépicas. Para estudios comparativos detallados
adicionales de los transgénicos n.° 1010 se incluyeron una de las lineas con fenotipo aparentemente normal
(n.°107) y miembros de la camada no transgénicos como controles. Se observaron cambios fenotipicos
macroscoépicos en animales n.° 1010 transgénicos como una pérdida de pelo de una zona estrecha alrededor de los
ojos en ratones de 4-5 semanas de edad. En ratones mayores hubo una disminucién aparente del pelo corporal en
general, y una apariencia sin brillo del pelaje. En el lomo la superficie de la piel estaba cubierta a veces con escamas
finas. Desde la edad de 5-6 semanas y en adelante varios de estos animales transgénicos mostraron signos de picor
con rascado, cuya frecuencia aumento con el tiempo.

Se llevaron a cabo autopsias diagndsticas con analisis histolégicos de rutina en ratones transgénicos de las lineas
C57BL/6JXCBA n.° 1010 y n.° 107, y controles de miembros de la camada. Los tejidos examinados fueron cerebro,
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cerebelo, intestinos (duodeno/yeyuno, ileo, colon, recto) y piel. En algunos animales de 3 semanas de edad también
se examinaron el corazoén, higado, pulmén, glandula salivar, bazo, timo y tiroides. No se observaron anomalias
macro o microscépicas significativas en controles de miembros de la camada (para n.° 1010: 3 semanas, n = 5; 5
semanas, n = 5; para n.° 107 5 semanas, n = 3) y ratones transgénicos de la linea n.° 107 (5 semanas n = 3). Se
encontraron anomalias en la piel en animales transgénicos de la linea n.° 1010, pero en ningun otro érgano o tejido.
En ratones de 3 semanas de edad (es decir antes de que pudieran observarse cambios fenotipicos mediante
inspeccion de animales vivos) se encontraron cambios en la piel en todos los animales examinados (n = 4). Estos
cambios incluyen hiperplasia e hiperqueratosis epidérmica de leve a moderada y una reaccién inflamatoria celular
leve con leucocitos mixtos en la dermis superior. En animales de 5 semanas de edad (n = 4) las anomalias cutaneas
fueron del mismo tipo pero mas pronunciadas con una hiperplasia similar a la acantosis marcada y una
hiperqueratosis de la epidermis que era principalmente ortoqueratética. Ademas, aumenté el nimero de mastocitos
en la dermis en algunos de los animales. Se encontr6 ocasionalmente invasion de leucocitos de la epidermis y
entonces se manifestd como grupos pequefios de granulocitos dentro de la capa cornificada engrosada, que en
estos sitios era paraqueratético.

EJEMPLO 3

Determinacién de la expresion de ARNm de scce, proteina SCCE en ratones y SCCE cataliticamente activo en
ratones transgénicos SV40e-scce.

Aislamiento de tejidos.

Se recogieron muestras de tejido a diferentes edades y se congelaron inmediatamente y almacenaron en nitrégeno
liqguido hasta que se analizaron.

Aislamiento de ARN y sintesis de ADNc y PCR cuantitativa en tiempo real.

Se prepar6 ARN total a partir de 50-300 mg de los tejidos aislados de higado, piel, pulmon, cerebro, intestino
delgado, colon y oreja, usando RNA STAT-60™ (Tel-Test “B”, Inc., Friendswood, TX, EE. UU.) segun el fabricante.
Se trataron con ADNasa 50ug de cada preparacion de ARN usando RQ1 DNase (Promega, Madison, WI, EE. UU.)
segun Ausubel et al. Se usaron aproximadamente 1,6 ug de ARN total de cada tejido para la sintesis de ADNc. Se
mezclaron tres muestras de ARN de animales con los mismos antecedentes genéticos y tejido y se realizé la sintesis
de ADNc usando el sistema de preamplificacién para sintesis de ADNc de primera cadena Superscript™ (Life
Technologies, Inc. Gaithersburg, MD, EE. UU.) segun el fabricante. Se cebé la sintesis de ADNc usando cebador
Oligo d(T)12-18. Se diluy6é el ADNc sintetizado 100x en agua previo a la cuantificacién en tiempo real. Se realizo la
cuantificacion en tiempo real tres veces en cada ADNc. Se disefiaron el cebador y sonda para la cuantificacion en
tiempo real de SCCE humana transgénica sobre los exones cuatro y cinco en el que la secuencia entre la SCCE
humana y murina muestra poca (menos) homologia. El cebador directo (5-GCGAACCCCCTGGAACAA-3’) (SEQ ID
NO: 28) cubre la posicidon 427 - 444 de la secuencia de ADNc humano (ref. Hansson et al.) en el exén cuatro. El
cebador inverso (5- ACATCCACGCACATGAGGTCA-3) (SEQ ID NO: 29) cubre la posicion 490 - 510 de la
secuencia de ADNc humano en el exdén cinco. La sonda de amplificacion en tiempo real (5'-
CCTGTACTGTCTCCGGCTGGGGCACTACC- 3’) (SEQ ID NO: 30) cubre la posicion 445 - 473 de la secuencia de
ADNc humano en el exén cuatro, y se marcé con el colorante fluorescente indicador FAM en el extremo 5 y el
colorante fluorescente extintor TAMRA en el extremo 3'. Se realizé la amplificacion de productos de PCR y deteccion
en tiempo real en el sistema de deteccion de secuencia ABI Prism 7700 (PE Applied Biosystems, Foster City CA,
EE. UU.). Se us6 la amplificacién de una parte de fosfoproteina PO ribosémica acida murina (ACC n.° X15267) como
control enddgeno para los estudios de cuantificacion en tiempo real. Se calculd la cuantificacion relativa segun la
formula 2T, en la que ,Cr es la diferencia en valores CT entre la diana y el control endogeno (User Bulletin n.° 2,
PE Applied biosystems).

Anticuerpos policlonales especificos para SCCE.

Se prepararon anticuerpos policlonales para SCCE humana recombinante y se purificaron mediante afinidad tal
como se describe por Sondell et al.(Sondell et al. 1996). Estos anticuerpos son reactivos frente a SCCE humana y
pro-SCCE, asi como SCCE murina.

Preparacion del tejido, ELISA, inmunotransferencia y zimografia.

Se prepararon extractos de tejido para ELISA mediante homogenizacion de 200-400 mg de tejido congelado en 1 ml
de dH20 que contenia una mezcla de inhibidores de proteasa (Complete TM Protease inhibitor Cocktail Tablets n.°
cat. 1836153, Boehringer Mannheim, Alemania), seguido por centrifugacion a 20.000 x g durante 30 min. a 4°C. Se
determinaron las concentraciones de proteina mediante la reacciéon con acido bicinconinico con albumina sérica
bovina como patron para electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida, se homogeneizaron aproximadamente 0,1 mg
de piel de ratén en 10 ml de acido acético 1 M y se extrajo durante la noche a 4°C. Tras el aclaramiento por
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centrifugacion se tomaron alicuotas de los extractos, se liofilizaron y se resolubilizaron en tampén de muestra de
electroforesis para zimografia. Se llevaron a cabo la electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida, zimografia e
inmunotransferencia tal como se describe (Ekholm et al. 2000).

Para ELISA, se recubrieron placas de microtitulacion de poliestireno con 100 pl de anticuerpos policlonales de
conejo especificos para SCCE a una concentracion de 7 ug/ml preparados en tampén de recubrimiento (Na>.CO3
0,1 M, NaNs al 0,02% (p/v), pH 9,6). Tras la incubacion durante la noche a 4°C sobre una mesa de agitacion, se lavo
la placa una vez con tampén de lavado (NaH2PO4 10 mM, NaCl 0,15 M, Tween 20 al 0,05% (v/v), pH 7,2). Después
de eso, se afiadieron 200 pl de tampdn de bloqueo (NaH2PO4 10 mM, NaCl 0,15 M, albumina sérica bovina (BSA) al
0,1% (p/v), pH 7,2) a cada pocillo y se incubd la placa a 37°C durante 1 h. Se lavé la placa tres veces con tampén de
lavado, se afiadieron 50 pl de muestra (o patron) en tampoén de dilucién (NaH.PO4 10 mM, NaCl 0,15 M, BSA al
0,1% (p/v), Tween 20 al 0,05% (v/v), pH 7,2) a cada pocillo y se incubd la placa durante 1 h a 37°C. Se lavaron las
placas tres veces con tampoén de lavado, y se prepararon adicionalmente afiadiendo 100 pl/pocillo de anticuerpos
especificos para SCCE (7 ug/ml) marcados con fosfatasa alcalina. Se incubaron las placas durante 1 h a 37°C antes
de lavar tres veces con tampon de lavado. Se realizé el desarrollo afiadiendo 100 pl disolucion de sustrato recién
preparada (2 comprimidos de sustrato de fosfatasa (comprimidos de sustrato de fosfatasa Sigma104) disueltos en
10 ml de dietanolamina-HCI 0,1, MgCl, 0,5mM, pH 9,8). Se incubaron las placas en la oscuridad durante 30 min. a
temperatura ambiente. Finalmente, se afiadieron 25 ul de disolucion de parada a cada pocillo y se leyd la
absorbancia a 405 nm. Se us6 como patrén para la cuantificacion pro-SCCE humana recombinante (Hansson et al.).

RESULTADOS
Cuantificacién en tiempo real de la SCCE humana transcrita en ratones transgénicos.

Con el fin de investigar si la diferencia en el fenotipo de piel entre lineas transgénicas n.° 1010 ABD n.° 107, se
analizé la expresion de ARNm de hscce en diversos tejidos mediante RT-PCR cuantitativa. Los resultados se
muestran en la figura 3A.

Se analizaron seis tejidos diferentes. Los analisis mostraron expresion significativamente mayor de hscce en todos
los tejidos examinados para ratones transgénicos de la linea n.° 1010 en comparacién con ratones de la linea
n.° 107 y miembros de la camada no transgénicos. Se encontraron los niveles de ARNm de hscee relativos mas
altos en los intestinos y pulmones, pero la diferencia en expresion de hscce entre las dos lineas transgénicas fue
mas pronunciada para la piel, en la que el nivel relativo de ARNm de hscce fue aproximadamente 24 veces mas alto
en ratones n.° 1010 que en ratones n.° 107.

ELISA

Los analisis de la proteina SCCE con ELISA (figura 4B) mostraron valores préoximos o inferiores al limite de
deteccidn para tejidos de transgénicos de la linea n.° 107 y controles normales. En transgénicos n.° 1010 la proteina
SCCE era facilmente detectable en varios tejidos incluyendo piel, intestinos y pulmén, siendo el nivel relativo (ng/mg)
mas alto en la piel.

Inmunotransferencia y zimografia

La inmunotransferencia con anticuerpos especificos para SCCE corrobor6 los resultados de ELISA. En extractos de
piel de ratones control se detectaron cantidades pequefas de un componente con masa molecular similar a SCCE
humana, mientras que se detectdé un componente con la misma masa molecular relativa en cantidades altas en
extractos de piel de ratones transgénicos n.° 1010 (figura 4A). La zimografia en geles de acrilamida que contienen
caseina mostré que los extractos de piel de los transgénicos n.° 1010 contenia una enzima proteolitica con la misma
movilidad electroforética que la SCCE humana. No pudo detectarse una enzima correspondiente en extractos control
(figura 4B; las cantidades de la SCCE murina activa son muy bajas para detectarse en las condiciones
experimentales usadas). Estos resultados sugieren que una fraccion de la pro-SCCE humana producida en la piel de
los transgénicos n.° 1010 se convierte en una enzima proteoliticamente activa. Esto también estaba soportado por
los experimentos de inmunotransferencia (figura 3A), en los que un componente correspondiente a la SCCE humana
activa se marco con los anticuerpos. Ademas de la SCCE, los extractos de piel de transgénicos n.° 1010 contenian
cantidades aumentadas de una enzima proteolitica no relacionada con SCCE. Actualmente no se conoce la
naturaleza de esta enzima.

CONCLUSION

La expresion de hscce en diversos tejidos a nivel de ARN fue superior en ratones transgénicos n.° 1010 que en los
ratones transgénicos n.° A107. La diferencia entre transgénicos de las dos lineas fue incluso mas pronunciada con
respecto a la expresion de la proteina SCCE. En la piel de ratones transgénicos n.° 1010 pudieron detectarse con
inmunotransferencia cantidades altas de la proteina SCCE. La mayoria de esta proteina parecia ser pro-SCCE, pero
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también pudo detectarse SCCE activa en cantidades aumentadas.
EJEMPLO 4
Ratones transgénicos scce como modelos para estudios de enfermedades cutaneas inflamatorias y picor

Se aparearon tres ratones transgénicos n.° 1010 machos con hembras C57BL/6J del tipo natural, dando como
resultado 6 camadas con un total de 40 ratones. De estos, 19 (8 transgénicos) se sacrificaron a la edad de 7-8
semanas y se realiz6é un seguimiento de 21 (11 transgénicos) hasta la edad de 13-14 semanas. En el ultimo grupo
se cuantificaron los movimientos de rascado con las patas.

Se observaron cambios fenotipicos macroscépicos en animales transgénicos n.° 1010 como una pérdida de pelo de
una zona estrecha alrededor de los ojos en ratones de 4-5 semanas de edad. En ratones mayores hubo una
disminucion aparente del pelo corporal en general, y una apariencia sin brillo del pelaje. En el lomo la superficie
cutanea estaba cubierta a veces con escamas finas. Desde la edad de 5-6 semanas y en adelante varios de estos
animales transgénicos mostraron signos de picor con rascado, cuya la frecuencia aumento con el tiempo.

Comportamiento de rascado

De los 11 ratones transgénicos de los que se realizé un seguimiento durante 13-14 semanas, 8 animales (73%)
mostraron signos de picor (al menos un periodo de rascado con las patas delanteras o traseras por minuto) a la
edad de 10-11 semanas. La frecuencia de rascado varié entre los animales observados; mientras que algunos
animales mostraron signos de picor débiles o moderados, otros animales pasaron la mayoria de su tiempo
rascandose (figura 5). Hasta la edad de 3 semanas no hubo diferencia estadisticamente significativa en peso entre
animales transgénicos y normales. Al aumentar la edad hubo una tendencia hacia pesos inferiores entre
transgénicos. A la edad de 14-15 semanas habia una reduccién en peso en transgénicos del 7-10% en comparacion
con miembros de la camada del tipo natural (media para machos de 27,0 gm frente a 30,0 gm; p = 0,022; media para
hembras de 21,7 gm frente a 23,5 gm; p = 0,033).

Analisis histolégico

Para histologia e inmunohistoquimica (Ekholm et al. 1998 y Sondell et al. 1996) o bien se fijaron las muestras en
formaldehido y se incrustaron en parafina segun los protocolos de rutina o bien se congelaron tras la fijacion durante
2 h en formaldehido.

Tras el sacrificio de los animales, se prepararon tejidos (piel dorsal, intestinos delgado y grueso y pulmén) para
analisis microscopico. Se llevd a cabo de manera ciega el examen microscopico preliminar de muestras de piel
procesadas de manera rutinaria (no se le informé al examinador sobre el comportamiento de rascado o genotipo).
En todos los casos excepto uno, los transgénicos pudieron diferenciarse de los controles de tipo natural, siendo la
diferencia mas prominente la epidermis engrosada en animales transgénicos. El grosor epidérmico era de 55 um
(DE =21 um; n = 19) para animales transgénicos, y 15 um (DE = 2,6 um; n = 21; p < 0,001) para controles. No hubo
diferencia estadisticamente significativa en el grosor epidérmico entre los animales transgénicos mas jovenes (7-8
semanas) y mayores (13-14 semanas). Otros hallazgos histolégicos frecuentes y prominentes en la piel de animales
transgénicos en comparacién con los controles (figura 6 A-B) fue una hiperqueratosis marcada, una celularidad
aumentada de la parte dérmica de la piel, y grosor epitelial aumentado de estructuras anexiales (paredes del foliculo
piloso y glandulas sebaceas y conductos). El aumento del nimero de células en el tejido conjuntivo sélo se debid
parcialmente a los linfocitos y granulocitos; también parecia haber un aumento del nimero de células similares a
histiocitos y/o fibroblastos. La tinciéon con azul de toluidino mostré el nimero aumentado de mastocitos dérmicos en
algunos animales transgénicos (resultados no mostrados). No pudieron encontrarse diferencias en secciones tefiidas
de rutina entre transgénicos y controles para ninguno de los otros 6rganos examinados (resultados no mostrados).

Inmunohistoquimica

Los analisis inmunohistolégicos de muestras de piel de animales transgénicos n.° 1010 y controles de miembros de
la camada con anticuerpos especificos para SCCE mostraron un fuerte marcaje de queratinocitos en partes
suprabasales de la epidermis interfolicular en transgénicos, incluyendo la capa cornificada engrosada. En foliculos
pilares y conductos sebaceos sélo se tifieron las partes luminales, incluyendo el revestimiento cornificado de
foliculos y conductos (figura 6C). Esto contrasté notablemente con células basales de la epidermis interfolicular y las
principales partes de foliculos pilosos y glandulas y conductos sebaceos, en los que no se vio o se vio un marcaje
muy débil por los anticuerpos. En los controles hubo un marcaje relativamente débil de una zona estrecha de la
epidermis interfolicular cerca de la transicion al estrato cérneo, del estrato cérneo, y de las partes luminales de los
foliculos pilosos (figura 6D). Este patron era similar al descrito previamente para la epidermis humana normal
(Ekholm et al. 1998). Se obtuvieron resultados similares (no mostrados) en muestras congeladas fijadas en
formaldehido con microscopia inmunofluorescente.
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En los intestinos sélo se observé marcaje especifico para SCCE en transgénicos y en células epiteliales distribuidas
irregularmente. Las células tefiidas eran mas numerosas en las puntas de las vellosidades en el intestino delgado y
en las partes luminales del epitelio del colon. En los pulmones de transgénicos se marcaron débilmente partes
apicales de células epiteliales bronquiales. A concentraciones de anticuerpo superiores también parecia haber un
marcaje difuso del epitelio alveolar (resultados no mostrados para los intestinos y pulman).

Comparacion con piel humana enfermada.

Se tomaron biopsias de piel de voluntarios humanos y pacientes tras consentimiento informado y con la aprobacion
del comité ético de investigacién en seres humanos, Umea University. Se tomaron las biopsias de lesiones
eccematosas cronicas en los lados flexurales de los antebrazos de cinco adultos con dermatitis atépica y se
procesaron para microscopia tal como anteriormente. Se obtuvieron biopsias de sitios correspondientes de
voluntarios. En secciones tefiidas de rutina (no mostradas) las lesiones mostraron, tal como se esperaba, acantosis
marcada, hiperqueratosis, y un infitrado dérmico escaso que consistia principalmente en linfocitos. La
inmunohistologia con anticuerpos especificos para SCCE mostré un aumento drastico en el nimero de capas de
células suprabasales marcadas en comparacion con los controles (figura 6 E-F). Con respecto a la acantosis,
hiperqueratosis y patron de tincion especifica para SCCE las diferencias observadas entre la piel normal y lesionada
fueron sorprendentemente similares a las observadas entre la piel de ratones transgénicos n.° 1010 y los controles.

EJEMPLO 5
Ratones transgénicos scce para pruebas de agentes antipruriticos

Se administraron a ratones transgénicos, de 18-22 semanas de edad, de 24,2 g de peso medio, inyecciones
subcutaneas de o bien 250 g del glucocorticoide acetonido de triamcinolona en un volumen total de 100 ul en el dia
0, y 100 ug acetonido de triamcinolona en un volumen total de 100 pul en los dias 7, 14 y 21, o bien 100 ul de
solucion salina fisiolégica en los mismos puntos de tiempo. Se contaron los episodios de rascado por la mafana y
las inyecciones se administraron por la tarde. Para preparar disoluciones para inyecciones se mezclaron 25 ul o
10 pul de suspension Kenacort -T™, 10 mg/ml (de Bristol-Myers Squibb), con 75 ul o 90 ul de solucion salina
fisiolégica. Los resultados se muestran en la figura 7. El acetonido de triamcinolona fue altamente eficaz en la
disminucion del rascado.

Se administré a ratones transgénicos de 20-21 semanas de edad, de 24,5 mg de peso medio, o bien loratadina en
un volumen total de 100 pl, o bien 100 ul de una disolucién control por medio de alimentacion por tubo. Se contaron
los episodios de rascado inmediatamente antes de la alimentacion (0 horas), y entonces en los puntos de tiempo
indicados. Se prepararon las disoluciones de alimentacién mezclando o bien 30 pl de loratadina 1 mg/ml, sacarosa
600 mg/ml (Clarityn mixture™, de Schering-Plough), o bien, para disoluciones control, 30 ul de sacarosa 600 mg/ml,
con 70 pl de solucion salina fisiolégica. Los resultados se muestran en la figura 8A. Entonces se trataron los mismos
ratones 7 dias después con 90 ul de mezcla de loratadina de disolucion de sacarosa mezclada con 10 pl de solucion
salina fisiologica. Los resultados se muestran en la figura 8B. Tal como se observa en las figuras 8A y 8B no hubo
diferencia significativa en la frecuencia de rascado entre grupo tratamiento y grupo control. Esto indica que el
comportamiento de rascado del raton con SCCE no se alivia mediante el tratamiento con un antihistaminico.

Los dos experimentos muestran que pueden usarse ratones transgénicos scce para la evaluacion de farmacos con
posibles efectos sobre el picor (farmacos antipruriticos). El glucocorticoide acetonido de triamcinolona parecié ser
altamente eficaz en aliviar el picor, mientras que el antihistaminico loratadina no tuvo efecto antipruritico
estadisticamente significativo.

Por tanto parece que el prurito en ratones transgénicos con SCCE responde al tratamiento con un glucocorticoide
pero no al tratamiento con un antihistaminico. Puede encontrarse una situacién similar con los pacientes humanos
que padecen de prurito asociado por ejemplo con dermatitis atopica, eccema y psoriasis.

EJEMPLO 6
Determinacion de las secuencias de nucledtidos de homdlogos de ADNc de hscce de vaca, rata y cerdo.

Se obtuvieron biopsias de piel de vaca, cerdo y rata, se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido y se
homogeneizaron, usando un instrumento Mikro-Dismembranator U (B.Braun Biotech International GmbH,
Melsungen, Alemania) a 2000 rpm durante 45 s. Se aisl6 ARN usando 1 ml de reactivo Trizol (Life Technologies AB,
Taby, Suecia) segun las instrucciones del fabricante, se trataron con ADNasa, se extrajeron con fenol:CHCIs, y se
precipitaron con LiCl segun el protocolo de Boehringer Mannheim (Nonradioactive in Situ Hybridization application
Manual, Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemania).
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Se realizé la RT-PCR tal como se describe (Lindstrom et al.) con cebadores oligo d(T)+e (Perkin Elmer, Foster City,
CA, EE. UU.) en la reaccion de RT. En cada reaccién de RT se usaron 100 ng de ARN total.

Para la PCR, se disefiaron cinco cebadores a partir de secuencias conservadas encontradas en el ADNc de hscce y
mscce dando como resultado cebadores mS3, 698, 696, H2 y mS4 (tabla 4). Se clonaron los productos de PCR
dentro de un vector pCR Il usando el kit de clonacion TOPO TA (Invitrogen/NOVEX, Groeningen, Paises Bajos) tal
como se recomienda por los fabricantes. Se aisl6 ADN del plasmido usando el kit QlAprep Spin Miniprep (Qiagen,
Chatsworth, CA). Se realizé la secuenciacion de nucleétidos usando el kit DYEnamic ET Terminator Cycle
Sequencing Kit (Amersham Pharmacia Biotech Sverige, Uppsala, Suecia) y un secuenciador de ADN automatizado
ABI377 (Perkin-Elmer).

Para obtener el extremo de ADNc 5 se usé el kit de amplificacion de ADNc SMART Race (Clontech
Laboratories,Inc., Palo Alto, Ca) segun las instrucciones del fabricante. Se disefiaron cebadores especificos de
especie a partir de las secuencias de ADNc obtenidas en las etapas previas (tabla 4).

Tabla 4. Oligémeros usados en la RT-PCR, 5-RACE y 5-RACE anidada. Se disefiaron los cebadores de
oligbmeros a - e a partir de las secuencias conservadas encontradas cuando se comparan las secuencias de
ADNc de SCCE y mSCCE. Las posiciones se derivan del ADNc de mSCCE (Backman et al.), se disefiaron
los oligomeros f - j basandose en la informacion de secuenciacidon de nucleétidos de las reacciones de
clonacion especificas de especies anteriores.

Oligémero Secuencia, de 5’ a 3’

a) mS3 CAAGGAGAAAGGATTATAGATGGCT (SEQ ID NO: 31)
b) 698 AAGGCTCCGCACCCATGGCAG (SEQ ID NO: 32)
c) 696 TGCAATGGTGACTCAGGGGGGCCCTT (SEQ ID NO: 33)
d) H2 GACCCAGGCGTCTACACTCAAGT (SEQ ID NO: 34)
e) mS4 GAGACCATGAAAACCCATCGCTAAC (SEQ ID NO: 35)
f) KO0905 TGACTTTCTTCACACTGGACGACAGC (SEQ ID NO: 36)
g) GR0905 CTTCACACTGGCTGATAGCCTGGCCG (SEQ ID NO: 37)
h) Ngr CAGGGTGGCGGAATGACCTCATGGCCCT (SEQ ID NO: 38)
l) RA1016 CTACTCCACAAGGACCCATGTCAATGAC  (SEQID NO: 39)
j) nRA1016 GCTGTGTGCTGGCATTCCCGACTCTAAG  (SEQ ID NO: 40)

Se preparé la primera cadena de ADNc a partir de ARN total usando oligonucledtido SMART Il (5-
AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGTACGCGGG- 3’) (SEQ ID NO: 41) y cebador de sintesis de ADNc 5-RACE (5'-
(T)as N.N-3) (N=A, C, G, 0 T; N.y=A, G, 0 C) (SEQ ID NO: 42). Se realiz6 el 5-RACE usando mezcla de cebador
universal (UPM) que contiene cebador universal largo (0,02 uM) (5-
CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTAACAACGCAGAGT-3) (SEQ ID NO: 43) y corto (1 uM) (5-
CTAATACGACTCACTATAGGGCC-3’) (SEQ ID NO: 44) y un cebador especifico para cada especie (KO 0905, GR
0905 y RA 1016). Los parametros de ciclo para la reaccion de PCR se adaptaron a partir de las recomendaciones
del fabricante para un termociclador de ADN 480 de Perkin-Elmer pero con 25 ciclos en la ultima etapa. Se
sometieron a PCR anidada los productos de PCR de 5-RACE de las reacciones con cebadores especificos para
cerdo y rata usando un cebador universal anidado (NUP) (5-AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGT-3’) (SEQ ID NO:
45) y cebadores especificos anidados para cerdo (nGR0905) y rata (nRA1016) respectivamente. Se realizaron las
reacciones de PCR anidada segun las instrucciones del fabricante con 20 ciclos de amplificacion. Se comprobaron
los productos de 5’-RACE y 5-RACE anidada en gel de agarosa. Para la caracterizacion, los productos se clonaron
y secuenciaron tal como se describié anteriormente. Los resultados se muestran en la tabla 5 como secuencias de
aminoacidos deducidas. La tabla 6 muestra las similitudes calculadas de la enzima activa empezando con la
secuencia IIDG. Se incluyen las secuencias para SCCE humana (Hansson et al., 1994) y de raton (Backman et al.,
1999) para comparacion.
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La secuencia de SCCE de rata mostrada en la tabla 5 y en SEQ ID NO: 49 no puede encontrarse en la base de
datos de GenBank lo que indica que no corresponde a ninguna de las proteinas similares a la calicreina o
calicreinas de rata ya conocidas.

Tabla 5. Alineacidon de las secuencias de aminoacidos deducidas de SCCE a partir de cinco especies. Las
secuencias para vaca, cerdo y rata no estan completas en las partes C-terminales.

seq?2 -——-MTTPLVILLLTFALGSVA QEDQGNESGEKIIDGVPCPRGSQPWQVALLKGSQLHCG 56
seq3d MARPLLPPRLILLLSLALGSAA QEGQ-DESGEKIIDGVPCPGGSREWQVALLEGHQLHCG 59
segl MARSLLLPLOILLLSLALETAG EEAQ----GDEIIDGAPCARGSHPWQVALLSGMNOLHCG 56
seqd -MGVWLLSLLTVLLSLALETAG Q=====-= =GERIIDGYKCKEG SHPWQVALLEGDQLHCG 52
seqS -~MGVWLLSLITVLLSLALETAG Q--====- GERIIDGIKCKEGSHPWOQVALLEGNQLHCG 52

seg2 GVLLNEQWVLTAAHCMN-EYNVHMGSVRLVGG--QKIKATRSFRHPGYSTQTHANDLMLY 112
seg3 GVLVNQOWVLTAAHCMMNDYNVHLGSDRLDDRKGQKIRAMRSFRHPGYSTQTHVNDLMLV 119
seql GVLVNERWVLTAAHCKMNEYTVHLGSDTLGDRRAQRIKASKSFRHPGYSTQTHVNDLMLV 116
seqd GVLVGESWVLTAAHCKMGOYTVHLGSDKIEDQSAQRIKASRSFRHPGYSTRTHVNDIMLV 112
seqg5 GVLVDKYWVLTAAHCKMGQYQVQLGSDKIGDOSAQKIKATKSFRHPGYSTKTHVNDIMLY 112

seq2 KLHGRAKLSSSVEKVNLPSHCDPPGTHMCTVSGWGITTSPDVTIFPGQLMCTDVELISEQDC 172
segld RLSRPARLSASVEEVNLPSRCEPPGTTCTVSGWGTTTSPDVTFPADLMCTDVELISSQDC 179
segl EKLNSQARLSSMVEKVRLPSRCEPPGTTCTVSGWGTTTSPDVIFPSDLMCVDVKELISPQDC 176
segd HKMDEPVEMSDKVOKVELPDHCEPPGTLCTVSGWGTTTSPDVIFPSDLMCSDVELISSQEC 171
seq5 RLDEPVEMSSKVERVQLFPEHCEPPGTSCTVSGWGTTTSEFDVIFPSDLMCSDVKLISSREC 172

seg2 REVYEDLLGDSMLCAGIPNSRTNACNGDSGGPLMCKGTLOGVVSWGSFPCGQEFNDEGVYT 232
seq3 KEKVYKDLLGSSMLCAGI PNSKTNACNGDSGGPLVCKGTLOGLVSWGTFPCGQEFNDEGVYT 239
segl THVYKDLLENSMLCAGI PDSKENACNGDSGGPLVCRGTLOGLVSWGTFPCGOPNDPGVYT 236
segd KEVYKDLLGETMLCAGIPDSEKETNTCNGDSGGPLVCHDTLOGLVSWGTY PCGQPN-~--=-- 225
segS KKVYKDLLGKTMLCAGIPDSKTNTCNGDSGGPLVCNDTLQGLASRGTYPCGQPNDPGVYT 232

seg?Z QVCKYVNWIK------—- 242
segd QVCKYIDWIN--—-———- 249
segl QVCKFTKWINDTMEEHR 253
segd ——————m———m—m————

seq5 QVCKYKRWVMETMKTHR 249

La Seq 2 (vaca) en la figura es SEQ ID NO:46, Seq 3 (cerdo) en la figura es SEQ ID NO:47, Seq 1 (homo) en la
figura es SEQ ID NO:48, Seq 4 (rata) en la figura es SEQ ID NO:49 y Seq 5 (ratdn) en la figura SEQ ID NO:50.

Tabla 6. Similitudes calculadas de las enzimas activas.

especies comparadas similitud calculada*
Ratén-ser humano 75%
Rata- ser humano 77%
Cerdo- ser humano 77%
Vaca- ser humano 76%
Rata-raton 88%
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(continuacién)
Vaca-raton 69%

Cerdo-ratén 69%

*Las comparaciones de enzimas activas empiezan con
la secuencia IIDG etc.

Lista de secuencias

<110> Egelrud, Torbjorn Hansson, Lennart
<120> Mamiferos transgénicos modificados con SCCE y su uso como modelos de enfermedades humanas
<130> P26024PCO01

<150> PA 2001 00218

<151> 09-02-2001

<150> CA 2.332.655

<151> 09-02-2001

<160> 50

<170> FastSEQ para Windows versién 4.0
<210> 1

<211> 986

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CDS

<222> (25)...(786)

<400> 1
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gaattccgcg gatttccggg ctccatggca agatccctte

tcctgeccet gcagatccta

Met Ala Arg Ser Leu Leu Leu Pro Leu

1

ctgctatcct tagccttgga aactgcagga gaagaagccc
Gln Ile Leu Leu Leu Ser Leu Ala Leu Glu Thr
10 ’ 15 20

ggcgccccat gtgcaagagg ctcccaccca tggcaggtgg
Gln Gly Asp Lys Ile Ile Asp Gly Ala Pro Cys
30 35

ctccactgcg gaggcgtcct ggtcaatgag cgctgggtgc
Pro Trp Gln Val-Ala Leu Leu Ser Gly Asn Gln
45 50

atgaatgagt acaccgtgca cctgggcagt gatacgctgg
Val Leu Val Asn Glu Arg Trp Val Leu Thr Ala
60 65

atcaaggcct cgaagtcatt ccgccacccc ggctactcca
Asn Glu Tyr Thr Val His Leu Gly Ser Asp Thr
75 ' 80

ctcatgctcg tgaagctcaa tagccaggcc aggctgtcat

Ala Gln Arg Ile Lys Ala Ser Lys Ser Phe Arg
90 95 100

26

5

agggtgacaa gattattgat
Ala Gly Glu Glu Ala
25

ccctgctcag tggcaatcag
Ala Arg Gly Ser His
40

tcactgcecge ccactgcaag
Leu His Cys Gly Gly
55

gcgacaggag agctcagagg
Ala His Cys Lys Met
70

cacagaccca tgttaatgac
Leu Gly Asp Arg Arg
85

ccatggtgaa gaaagtcagg
His Pro Gly Tyr Ser
105

69

120
180
240
300
360

420
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ctgcccteece gctgcgaacc ccctggaacc acctgtactg
Thr Gln Thr His Val Asn Asp Leu Met Leu Val

110

115

acgagcccag atgtgacctt tccctctgac ctcatgtgeg
Ala Arg Leu Ser Ser Met Val Lys Lys Val Arg

125

130

ccccaggact gcacgaaggt ttacaaggac ttactggaaa
Glu Pro Pro Gly Thr Thr Cys Thr Val Ser Gly

140

145

atccccgact ccaagaaaaa cgcctgcaat ggtgactcag
Ser Pro Asp Val Thr Phe Pro Ser Asp Leu Met

155

160

ggtaccctgc aaggtctggt gtcctgggga actttccctt
Leu Ile Ser Pro Gln Asp Cys Thr Lys Val Tyr

- 170

175

180

ggagtctaca ctcaagtgtg caagttcacc aagtggataa
Asn Ser Met Leu Cys Ala Gly Ile Pro Asp Ser

190

195

cgctaacgcc acactgagtt aattaactgt gtgcttccaa
Asn-Gly Asp Ser Gly Gly Pro Leu Val Cys Arg

205

210

ggacgccgat gacctatgaa gtcaaatttg actttacctt
Leu Val Ser Trp Gly Thr Phe Pro Cys Gly Gln

220

225

cctcatgccec tgttgataaa ccaatcaaat tggtaaagac
Val Tyr Thr Gln Val Cys Lys Phe Thr Lys Trp

235

gaaacacaaa accctcaacg gaattc

Lys Lys His Arg
250

<210> 2

<211> 253

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

*

240

27

tctceggetg gggcactacc
Lys Leu Asn Ser Gln
120

tggatgtcaa gctcatctcc
Leu Pro Ser Arg Cys
135

attccatgct gtgcgctggce
Trp Gly Thr Thr Thr
150

ggggaccgtt ggtgtgcaga
Cys Val Asp Val Lys
165

gcggccaacc caatgaccca
Lys Asp Leu Leu Glu
185

atgacaccat gaaaaagcat
Lys Lys Asn Ala Cys
200

cagaaaatgc acaggagtga
Gly Thr Leu Gln Gly
215

tcctcaaaga tatatttaaa
Pro Asn Asp Pro Gly
230

ctaaaaccaa aacaaataaa
Ile Asn Asp Thr Met
245 '

480

540

600

660

720

780

840

900

960

986



Met
Ala
Gly
Ser
Val
65

Gly

Lys

Leu
Lys
Thr
145
Ser
Thr
Ile
Leu
Pro

225
Phe

<210> 3

Ala
Leu
Ala
Gly
50

Leu

Ser

Ser

Met
Lys
130
Val
Asp
Lys
Pro
Val
210
Cys

Thr

<211> 9729

<212> ADN

Arg
Glu
Pro
35

Asn
Thr
Asp

Phe

Leu
115
Val
Ser
Leu
val
Asp
195
Cys
Gly

Lys

Ser
Thr
20

Cys
Gln
Ala
Thr

.Arg
100

Val
Arg
Gly
Met
Tyr
180
Ser
Arg

Gln

Trp

<213> Homo sapiens

<400> 3

Leu
Ala
Ala
Leu
Ala
Leu

85
His

Lys
Leu
Trp
Cys
165
Lys
Lys
Gly

Pro

Ile
245

Leu
Gly
Arg
His
His
70

Gly

Pro

Leu
Pro
Gly
150
val
Asp
Lys
Thr
Asn

230
Asn

Leu
Glu
Gly
Cys
55

Cys
Asp

Gly

Asn
Ser
135
Thr
Asp
Leu
Asn
Leu
215
Asp

Asp
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Pro
Glu
Ser
40

Gly
Lys
Arg

Tyr

Ser
120
Arg
Thr
Val
Leu
Ala
200
Gln

Pro

Thr

Leu
Ala
25

His
Gly
Met

Arg

Ser
105

Gln
Cys
Thr
Lys
Glu
185
Cys
Gly
Gly

Met

Gln
10

Gln
Pro
Val
Asn
Ala

90
Thr

Ala
Glu
Ser
Leu
170
Asn
Asn
Leu

Val

Lys
250

Ile
Gly
Trp
Leu
Glu
75

Gln

Gln

Arg
Pro
Pro
155
Ile
Ser
Gly
Val
Tyr

235
Lys

28

Leu
Asp
Gln
vVal
60

Tyr
Arg

Thr

Leu
Pro
140
Asp
Ser
Met
Asp
Ser
220
Thr

His

Leu
Lys
Val
45
Asn
Thr
Ile

His

Ser
125
Gly
Val
Pro
Leu
Ser
205
Trp
Gln

Arg

Leu
Ile
30

Ala
Glu
Val
Lys

val
110

Ser
Thr
Thr
Gln
Cys
190
Gly
Gly

vVal

Ser
15
Ile

Leu

Arg

His
Ala

95
Asn

Met
Thr
Phe
Asp
175
Ala
Gly

Thr

Cys

Leu
Asp
Leu
Trp
Leu
80

Ser

Asp

Val
Cys
Pro
160
Cys
Gly
Pro

Phe

Lys
240



taccacattt
gctgttgtca
tatattcctt
aggatcagaa
gtataacaaa
gtacccccga
tgaagccctce
cataatatac
taaacatggc
ctctgttaga
acaagttccc
gtgagggcaa
actttgcggg
catagtgaaa
ctgtaatccc
gctggcagtg
tccaaaaaaa
gagaaggace
gcccctcaga
- ccagaatgtg
gagagtgcag
aatgcaggcg
catggggcgg
agctgtgtgce
ggcttcatca
ctctcgagag
tctgcaattt
agggaagggc
tttgggtctg
tgggggcctg
gagggaggag
gactcctagg
ggctggggcc
tgagggagga
gactcctggg

tcttaatcca
atagttctac
tgggtacaca
aaaaataact
ccccecatgge
actgaaaagt
aaaaatgttc
aaagaaatct
aaatattagt
gttgggaatg
ccaggceggge
gaaaatggcc
gccgaggcegyg
ccecggtcetcet
aggtactcgg
agccgagatc
agaaaggaag
cgagccagag
cccagcgceac
cgggggcgcea
tggtgccaat
ggggtgtccc
ggggtgatat
cagcccaagt
agggtgcacc
gtaggggctg
ggggcctttt
aagatcggag
agggaggagg
gactcctggg
gggctggggg
tctgagggag
tggactcctg
ggggctgggg
cctgagggag
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gtctatcact
aatgaacgta
cactggggct
aatgggtact
gcacgttcac
taaaaaaaga
tattagataa
atgtataaca
ggggtggggt

ggttcaggcg
cagaattagg

ccagaagccg
gcacatcatg
actaaaaata
gaggctgagg
gcgccaccgce
ggagggaggg
cctattctct
cgggtccctc
ggagctgggce
tgctctcgcet
agagtcggct
aagaggacgg
cggaacttgg
tgtaggggag
cagcctagac
agggaaaaac
cctagattcc
ggctggggtt
tctgagggag
cctggactcce
gaggagctgg
ggtctgaggg
cctggactcce
gagggactga

gatggacatt
cgtgtccatg
tatgagaggg
aggcttaata
ctacgcaaca
aaaataaata
tgttaagtac
tgattaaaat
tagggaaagc
taattacagg
atgtagggtc
ggcgcagtgg
aggtcaggag
caaaaattat
caggagaatc
actccagcect
aggagggaag
gagctcagcg
cccegagagce
accgcccgtce
gcgtcagggt
ccgectgceac
cccagcagag
atcacatcag
ggggtgatgc
tceeggtect
gaactacaga
tgggtctcta
ctggactcct
gaggggctgg
tgggtctgag
ggcctggact
aggatgggct
tgggtctgag
gacctggact

29

taggttgatt
tgtctttaaa
tggagagtgg
cctgggtgat
aacctgcaca
tttgcttata
agacattttt
gaccataaga
gttgttttta
cacgactggg
taggccacce
ctcacgcctg
atcgagacca
ctgggagtgg
acttgaacct
ggcgatagag
aaagaaagaa
actgcttgaa
agccaggagg
cttcggaggg
tccagataac
cccagggcgce
ggctgaagat
atcctctcga
tggctccaag
gagcagtgag
gtcagaagtt
gggatctgaa
gggtctgagg
gggtctcgac
ggaggagggg
cctgggtctg
gaggcctaga
ggaggagggg
cctaggtctg

ccctgtgttt
cagaatgatt
gaggaaggag
taaataatct
tcctgcacat
aattaataaa
gttataaata
acatagatcc
acttacacct
atcagcttgg
ctgagagggg
taatcccagce
ttctggccaa
tggtgcgtgce
gggaggcgga
agagactcca
aaccgcccca
tcccgetect
gactgtggga
agggtggaga
cagaaccgca
tggggceggg
tttggagccc
ggtgagaaga
cctgactctg
ggcctggaag
tgggttccac
gaacaggaat
gaggagggcc
tcctgggtet
ctgggacctg
agggaggagg
ctcctgggtce
ctggagcctg
agggaggagg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100



gactgggacc
ctgagggagg
tggactcctg
ggagctgggg
ggtctgaggg
gggtctggac

ggaggagggg
tcctgggtct

tgggcctgaa
cccctgageg
actgctatcc
tgacctcacc
cctcctcaaa
ctgcttctge
tctctctgtg
ctgtctctat
gtccatctct
acccacatgc
catgtgcaag
gcggaggcgt
aggtgccacc
aagggcagtc
tctctgggcee
gtctccctct
gtctctgtcc
ccctetctet
cctctgtacc
tctctggatc
ccctcectcete
tggtctctgt
accctctctc
ctgtgggtct
cceccectecte
cctggctcte
ccctctcetcet
ctgtcccect
tgggtctctg
tctctetggg
tctctgtcce
tctctctctg
ctctgttccce
ctctctctct
gggctctgtc
tctctctctg
gtccctctcet
gggtctctgt
tceccectee
tctctgggtce
ttcecectcete
tctetgggtce
gtctcttctg
gatacgctgg
ggctactcca
aggctgtcat
acctgtactg
cccaggagtg
tcctceectca
ggecccccage
acccagcagt
cttctggtce
acctttccct

tggactcctg
cggggctggg
agcctgaggg
gcctggactce
aggaaggtgc
ttctgagtgt
ctggggttct
gtggggggag
tgctttctcece
gctcagcagg
ttagccttgg
tcagggcccc
cagcttccat
tgactcaggg
gttccccaga
ccctatctcet
gactctggga
tcctccatgt
aggctcccac
cctggtcaat
caagtctctg
tttctgtgcce
tctgtaccce
ctctgggtct
cccattctct
ctggtctctg
ccctcteect
tctgttcccce
tttctgggtce
tcccectect
tctgggtctc
ctgtccctct
tctctcecgga
tgtcttcecte
gggtctctgt
ctcecctggge
tctgecttte
tctetgttcce
cctctctcte
ggtctctgtc
cctcctcetct
ggtctctgtt
cccctetcete
gtctctgtte
ctctggatct
cccctetect
tatctctgtg
tctgtctece
tctgggtctc
tctgtcecca
aatctgtgaa
gcgacaggag
cacagaccca
ccatggtgaa
tctceggetg
caggccccag
gacccaggag
ccctectecce
cctgggccce
tcgcecccat
ctgacctcat
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ggtctgaggg
ggcctggact
aggagggact
ctaggtctga
tagggtctgg
aaggaaggag
ggacccctag
gggctgggge
ttctcagcte
gcaccatggc
aaactgcagg
cactgaccct
cctgggagga
ggtctctgtce
tgagatgcgc
tgctttctet
atccctgagg
ctccatccag
ccatggcagg
gagcgctggg
ctggaggtgc
tacggctcta
ctctccctgg
ctgtcccect
ctaggtctct
tcccectcecte
ggggctctgt
tctgtgtctc
tctgtcectce
ctctctctgg
tgtcacccte
ctctctgggt
tctctgtccce
tctectggggce
ccctctctcect
ctctgtaccce
tctctggatc
ccctectete
tggtctctgt
accctctctc
ctgtgggtct
cceccctecte
cctggctctce
ccctetetcet
ctgtcccect
ctctctgtgt
tctctctecce
tctctctggg
tgtctccect
cceegteccece
tgtcactcct
agctcagagg
tgttaatgac
gaaagtcagg
gggcactacc
ccctectcee
tccaggcectce
tcagacccgce
agaccctcct
cctctctgac

gtgcgtggat

aggaggagct
cctgggtctg
tggacctgga
gggaggaggg
actcttgggt
aggccagaga
gtctgaggga
ctggacccct
cagcaggaga
aagatccctt
agaagaaggt
ctccaaggag
ccagactgtc
ccctccagge
ctcctgggtt
gtatttctcc
tgcagcctca
cccagggtga
tggccectget
tgctcactgce
gccagcatct
ttctecctcete
ggctctgtcce
ctctctggat
gttcccectce
tctctggatc
cccecctete
tgtcccecte
tctctctggg
tctctgtcee
tctctetggt
ctctgttccece
cctctecectg
tctgtccccec
ctgggtctct
cctctececcetg
tctgttcccce
tttctgggtce
tcececectect
tctgggtctc
ctgtccctct
tctctecgga
tgtcttcectc
gggtctctgt
ctctctctgg
ctctctecceccee
ccctectete
gctctgtcce
cctctctctg
caggtctttg
cgcagtgagt
atcaaggcct
ctcatgctcg
ctgccctecce
acgagcccag
tcagacccag
agcccctcect
gagtccagac
ccctcggaac
tgacagctct
gtcaagctca
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gggggcctag
agggaggagg
ctcctaggtc
gctgggggcec
atgagggagg
aaggaatttc
ggaggggctg
gggtctgagt
ggcccttect
ctcctgecce
gaaagctgga
tcectgagtce
ggctgaagcc
cctgectect
tctgagtggg
acacattttc
gccttecect
caagattatt
cagtggcaat
cgcccactgce
ccagctcgct
tctgggtctce
ccctctcetce
ctctgttcee
ctctetctet
tctgtccece
tgggtctctg
tctctctggg
tctctgtcce
tctctctcectg
ctctgttccce
ctctctectet
gggctctgtc
tctctetetg
gtccctctcet
gggctctgtc
tctgtgtctce
tctgtceccte
ctctctctgg
tgtcaccctc
ctctctgggt
tctctgtcce
tctctggggce
ccctectectcet
gtctctgttc
ctcctctcetce
tctgggtcte
cctctctctce
tgtctctgtce
cacaccctct
acaccgtgca
cgaagtcatt
tgaagctcaa
gctgcgaacce
atggtaggtg
gagtccaggc
ccctcagacce
cccagcccct
caggagcctg
ccctgctect
tctcceecceca

actcctgggt

ggttggggcce
tgagggagga
tggactcctg
aggaggttag
tgggtctgag
gggcctggac
ggggaggggc
cgcctggeag
tgcagatcct
ctgggaagtc
agaacccttc
cccgetcttce
gtgctcaggg
ctccttctgt
atctgtctct
aatgctagct
gatggcgecc
cagctccact
aagatgaagt
atgggggtgg
tgtcccecte
ctggctctct
ctctctetgt
gggtctctgt
tctceetggg
tctgeetttce
tctctgttcc
cctctctcete
ggtctctgtc
cctcctctcet
ggtctctgtt
cccctetcte
gtctctgttce
ctctggatct
ccecetetete
tgtccccecte
tctcetectggg
tctectgtcecce
tctctctggt
ctctgttccce
cctcteectg
tctgtcececcee
ctgggtctct
ccctctctet
tgtgtctctg
tgtccecccecec
tggatctctg
ccecectectce
ctgtcacagt
cctgggcagt
ccgeccaccce
tagccaggcc
ccctggaacce
gcctcagtga
ccccagecce
caggagtcca
cctcecctcag
aacaacagcc
ccctgcagtg
ggactgcacg

2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760



aaggtttaca
aaaaacgcct
ctgcatgccc
tccceccagg
ggagtttact
gaaagtgggg

gggggcacca
taaaaactca

ggatcttact
ggcactgtct
ttgatttcgt
tgaagctgat
tccacctcct
cttcccacat
ctgtgttgag
tctgtcttcet
ctgccccect
tctctctcete
ctccttttta
cccatctctg
tctcecceccacc
tcttctacct
_catctccctce
ctgtctctct
tttccctett
cacatctgca
tgggagagag
gtttcatgaa
. cttagtctaa
cctgcatttt
ccgagaccat
atgttccttce
tgatcctgga
tgtcttcaaa
tgagtctctt
tgaggaatgt
attccctcta
tgtcctgggg
gcaagttcac
taattaactg
agtcaaattt
accaatcaaa
gctggagaag
ctttacggaa
taactctaat
ttgaatttac
aaagtaccag
gacagagtct
ccgcctcctg
tgtgcaccac
tgttggccag
aagtgctggg
ttaaaaatga
gttaaatgac
aaatattcac
gaggtgtctc
taaaggtggg
gagactagaa
gcatatttcc
ggatggagag
tgggaagggg

aggacttact
gcaatgtgag
cagggacaga
cctggcctcc
taggggccga
gtgggaccag
aaaacctcag
tgcagaagtc
gaattttccc
tcatttaaaa
taagtactgc
gactcactca
ctctgttccc
ctctctttgt
ctagcttgct
ccctctttet
gctctctctt
ccccacttct
ctgtctctct
tctttettte
cccaccccat
ctttcttctce
atctctttgt
ctctcececat
tcttctcecac
ccttcagctg
atgactgtcc
tgtgcaagct
tgcattcctg
cgttttgcac
cgtgtccccce
tcccactage
agccccaccece
ggacctagtg
ctcattggct
atgagaatga
gggtgactca
aactttccct
caagtggata
tgtgcttcca
gactttacct
ttggtaaaga
agtcagtgag
gacacttggt
cttaggaaga
catgatatta
atggcttaaa
ctgttgcttg
ggttcaagtg
cacaccaggc
cgtggtcttg
attacaggca
tacttagaca
aaaaggaagg
agaatcagat
cttcecttcetg
gaaaaaagtc
agaaatatgt
atttcccaga
aggaagaagg
tgtgaaagtg
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ggaaaattcc
accctccccece
gcttgaccca
tcagcttttt
tgtggccctg
ggaaggagac
tgattgagat
catgatggac
ttgccgtaag
tgtggatacc
attgaagtat
cctgaccctg
tctttctgge
gacataattt
ctccecteect
cttgcttctc
ttttcctcte
ctgtctctct
ctttctcttt
tctctcettta
ctctctcecce
cacccccatce
ctgtctctct
acccttteccc
ctccaactct
tcaggggatg
tagagaatag
ctgcacggac
ctgttgtctt
caagtcctgt
tttcctgege
ttggagcagg
cttctctgeca
tgtccctage
atggtggaag
gttgggcttt
gggggaccgt
tgcggccaac
aatgacacca
acagaaaatg
ttcctcaaag
cctaaaacca
accagcactc
caacgtacac
acctactgaa
tttatcacag
taatagtctg
ggctgcaatg
attctcgtge
taattttttg
aacgcctgac
tgagccacca
gaattgtcag
acaaaaatat
ctgaaaacac
tgtacttttce
tgaagatcta
gcctggtttt
tctcagtttt

aagggaggag

tttctgagcea

atgctgtgcg
ccaattcctce
agtgactggg
ccacctcatt
gggatgggac
tgaggtgctg
aaatcataat
aaaatgtcac
tactagcgtg
atgcccatca
tgtgtattgce
gcecctggtcece
cttttgtcat
catttcattc
tgttctctct
tctctctect
tctctgtcte
tcatctctct
cttctatctc
ttctcctect
acaccttccce
tctectcectete
tctcectect
tcttcctcat
ctctgtctct
tgggatggtg
ggtgttcccce
acagagcccc
gaaattctca
aaattatgta
cacagggcac
gtccttaaca
attggtctca
actagctctc
tccataatct
gatctgaagc
tggtgtgcag
ccaatgaccc
tgaaaaagca
cacaggagtg
atatatttaa
aaacaaataa
tcaaacactg
cgagaccctt
acaaaaaaaa
aaatgaagtg
gcttggcaca
cagtgatgca
ttcagcctcc
tgtattttta
ctcagatgat
cggccagccce
tattattcaa
atatgtatgt
atgtcccaga
cttgaatgtg
agattggaga
gagccctggt
tcctgtcetgt
ggaggagaga
tctcacgagt

31

ctggcatccce
cccagtcctg
taccaagccce
ctctgcctag
agagagttta
gcctcaggcece
gcaatattta
attttaaata
gctcagcaca
tgcagtttta
agttactgag
cggggaaaac
cccctetgtt
ttttcctett
ccatgccctce
ccectceecte
ctctctggcee
ccctcecatctce
tctecectctee
ctcttccagt
ccccectttcecte
ttctcttecc
tctttteccac
ctctctttgt
ccacacccat
agtgttaggg
ttctcecectg
acactcagaa
ataatttttg
actggtcttc
gcatccaccc
ttggaaaata
ttggccaagg
ccattagtcc
gcaagacaaa
caaagttaat
aggtaccctg
aggagtctac
tcgctaacgce
aggacgccga
acctcatgcc
agaaacacaa
gaactggacg
attcaccacc
tccaaaatgt
aaaccatcaa
acgatgtttt
atcttggctc
caagtacctg
ctagagacag
ccacccacct
acaatgatat
gaacatttag
gaccctaccc
ctgcatactg
cacttttata
gaggtgacct
cctgccggcece
aaaatgggag
acaggccaac
gacaagtgag

cgactccaag
ggtaccctgt
ggccttgcec
gtcaggggtg

ataggggtga
caaaccctaa
aaaataaaaa
aagagcaggt
gcgctgtact
tgtattacat
attttgtgcc
actctttctc
tctgaacagt
tgttttttct
ctctctgetce
tctectctec
ctctcctcett
tccttgecece
ccgecgcectcece
ctctctctce
tttgtctctc
acaccctccce
ccccatctct
ctctctctece
cctcecttgcet
atagaggaga
gtgagggcca
gggtctcaaa
aacaaagggc
accctggtct
cttggagatg
aagagtgctc
gtcaaaccag
ccagagacaa
gaccgataac
ctccggctct
caaggtctgg
actcaagtgt
cacactgagt
tgacctatga
ctgttgataa
aaccctcagt
ttcgtacagt
tttgacccag
agaacaagac
acatgttcca
ttttctttga
actgcaacct
ggactacagg
ggtttcacca
tggcctcceca
tacaaaccta
gctataggat
ataaaaaatg
gggtcgtcat
acatgaaaaa
ttcaggaaqg
ctgttccagg
agagaggaaa
ttcatcagcg
gagggaggct

5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700

8760 -

8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420



10

15

20

ggcggttttce
gccagaagta
ggaaaggaac
gccacagcecce
tgaccgagga

agagggattg
agcaaacagt
ctcgggaagc
cagccatcta
gccactccag

ES 2369 659 T3

ggatgacagt
gccggaggaa
gggtaggatg
acatcaaaga
cccaggacac

agacaggaca
gatggtggca
agggaggagt
tcctctgtgt
gccctcctac

caggggtccc
cctgctccce
cctcetgtgac
ggtcacacct
ctgttcttce

acaggggtct
aagaagggag
tcagagcctg
cagacgctgc
tgtttttctc

ccagaattce
<210> 4
<211> 23
<212> PRT
<213> Bos taurus
<400> 4
Ala Gly Ile Pro Asn Ser Arg Thr Asn Ala Cys Asn Gly Asp Ser Gly
1 5 10 15
Gly Pro Leu Met Cys Lys Gly
20
<210>5
<211> 23
<212> PRT
<213> Sus scrofa
<400> 5

'Ala Gly Ile Pro Asn Ser Lys Thr Asn Ala Cys Asn Gly Asp Ser Gly

1 5 10 15
Gly Pro Leu Val Cys Lys Gly
20
<210> 6
<211>23
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

Ala Gly Ile Pro Asp Ser Lys Lys Asn Ala Cys Asn Gly Asp Ser Gly

1 5 10 15
Gly Pro Leu Val Cys Arg Gly
20
<210>7
<211>23
<212> PRT

32

9480
9540
9600
9660
9720
9729
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<213> Rattus norvegicus
<400> 7

Ala Gly Ile Pro Asp Ser Lys Thr Asn Thr Cys Asn Gly Asp Ser Gly

1 5 10 15
Gly Pro Leu Val Cys Asn Asp
20
<210> 8
<211>23
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 8

Ala Gly Ile Pro Asp Ser Lys Thr Asn Thr Cys Asn Gly Asp Ser Gly

1 5 10 15
Gly Pro Leu Val Cys Asn Asp
20
<210>9
<211>38
<212> PRT

<213> Bos taurus
<400> 9

Gln Glu Asp Gln Gly Asn Lys Ser Gly Glu Lys Ile Ile Asp Gly Val

1 5 : 10 15
Pro Cys Pro Arg Gly Ser Gln Pro Trp Gln Val Ala Leu Leu Lys Gly
20 25 30
Ser Gln Leu His Cys Gly
35

<210> 10
<211> 37
<212> PRT

<213> Sus scrofa

<400> 10

Gln Glu Gly Gln Asp Lys Ser Gly Glu Lys Ile Ile Asp Gly Val Pro

1 5 10 . 15
Cys Pro Gly Gly Ser Arg Pro Trp Gln Val Ala Leu Leu Lys Gly Asn
20 25 30
Gln Leu His Cys Gly
35

33
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<210> 11
<211> 34
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 11
Glu Glu Ala Gln Gly Asp Lys Ile Ile Asp Gly Ala Pro Cys Ala Arg
1 5 10 15
Gly Ser His Pro Trp Gln Val Ala Leu Leu Ser Gly Asn Gln Leu His

20 25 30
Cys Gly

<210> 12

<211> 31

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus
<400> 12

Gln Gly Glu Arg Ile Ile Asp Gly Tyr Lys Cys Lys Glu Gly Ser His
-

1 10 15
Pro Trp Gln Val Ala Leu Leu lys Gly Asp Gln Leu His Cys Gly
20 25 30
<210> 13
<211> 31
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 13
Gln Gly Glu Arg Ile Ile Asp Gly Ile Lys Cys Lys Glu Gly Ser His
1 5 10 15

Pro Trp Gln Val Ala Leu Leu Lys Gly Asn Gln Leu His Cys Gly
20 ’ 25 30

<210> 14

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia consenso para sitio de escision en el extremo C-terminal de la SCCE.

34
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<221> VARIANTE

<222>2

<223> Asp = o bien aspartato (Asp) o glutamato (Glu).
<221> VARIANTE

<222> 3

<223> Lys = o bien lisina (Lys) o arginina (Arg).
<400> 14

Gly Asp Lys Ile Ile Asp Gly
1 5 ’

<210> 15

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> consenso de la bolsa de especificidad de sustrato.
<221> VARIANTE

<222> 1

<223> Thr = cualquier residuo de aminoacido.
<221> VARIANTE

<222>3

<223> Ala = cualquier residuo de aminoacido.
<221> VARIANTE

<222>5

<223> Asn = cualquier residuo de aminoacido.
<400> 15

Thf Asn Ala Cys Asn Gly Asp Ser
1 5

<210> 16
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

35
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<220>

<223> cebador de PCR SYM3300.
<400> 16

ggtggccctg ctcagtggea 20

<210> 17

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador de PCR SYM3301.
<400> 17

caccatggat gacacagcct gg 22
<210> 18

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador de PCR SYM3302.
<400> 18

aataaagaaa cacaaaaccc 20

<210> 19

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador de PCR SYM3418.
<400> 19

tgtaatatca ttgtgggc 18

<210> 20

<211> 18

<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador de PCR SYM4118.
<400> 20

ggatgtgaag ctcatctc 18

<210> 21

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador de PCR SYM4121.
<400> 21

tggagtcggg gatgccag 18

<210> 22

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador de PCR SYM4720.
<400> 22

999agggtgg agagagagtg cagtg 25
<210> 23

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador de PCR SYM4899.
<400>23

agtctaggct gcagccccta ¢ 21

<210> 24

<211> 22
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador de PCR hEXONT1.
<400> 24

ctcgagggat ctgatgtgat cc 22
<210> 25

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador de PCR mEXONT1.
<400> 25

ctgggagtga cttggcgtgg ctct 24
<210> 26

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador de PCR especifico para la SCCE humana IE2.
<400> 26

gctcteccat tagtccccag aga 23
<210> 27

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador de PCR especifico para la SCCE humana MJ2.
<400> 27

ccacttggtg aacttgcaca cttg 24

<210> 28
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<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador directo que cubre la posicion 427 - 444 de la secuencia de ADNc de SCCE humana.

<400> 28

gcgaaccccc tggaacaa 18
<210> 29

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador inverso que cubre la posicion 490 - 510 de la secuencia de ADNc humano en el exén cinco.

<400> 29

acatccacgc acatgaggtc a 21
<210> 30

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> La sonda de amplificacién en tiempo real que cubre la posicién 445 - 473 de la secuencia de ADNc humano

en el exén cuatro.

<400> 30

cctgtactgt ctccggetgg ggcactacc 29
<210> 31

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador de PCR mS3.

<400> 31

ES 2369 659 T3
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caaggagaaa ggattataga tggct 25
<210> 32

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador de PCR 698.
<400> 32

aaggctccgce acccatggea g 21
<210> 33

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador de PCR 696.
<400> 33

tgcaatggtg actcaggggg gccctt 26
<210> 34

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador de PCR H2.
<400> 34

gacccaggcg tctacactca agt 23
<210> 35

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador de PCR mS4.
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<400> 35

gagaccatga aaacccatcg ctaac 25
<210> 36

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador de PCR KO 0905.
<400> 36

tgactttctt cacactggac gacagc 26
<210> 37

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador de PCR GR 0905.
<400> 37

cttcacactg gctgatagcc tggecg 26
<210> 38

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador de PCR Nagr.
<400> 38

cagggtggcg gaatgacctc atggccct 28
<210> 39

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> cebador de PCR RA 1016.
<400> 39

ctactccaca aggacccatg tcaatgac 28
<210> 40

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador de PCR nRA 1016.
<400> 40

gctgtgtgct ggcattcceg actctaag 28
<210> 41

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> oligonucleétido SMART II.
<400> 41

aagcagtggt aacaacgcag agtacgcggg 30
<210> 42

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador de sintesis de ADNc 5'-RACE.
<221> variacion

<222> 27

<223>n=aogocot

<400> 42

ttttettttt tttetttttt tttttvn 27

<210> 43

42



10

15

20

25

30

ES 2369 659 T3

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador universal largo.
<400> 43

ctaatacgac tcactatagg gcaagcagtg gtaacaacgc agagt 45
<210> 44

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador universal corto.
<400> 44

ctaatacgac tcactatagg gcc 23
<210> 45

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador universal anidado.
<400> 45

aagcagtggt aacaacgcag agt 23
<210> 46

<211> 243

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos deducida de la parte C-terminal de SCCE de vaca.

<400> 46

43



Met
1
Val
Gly
Lys
Val

65

Ser
Arg
Val
Asn
Gly
145
Met
Tyr
Ser
Lys
Gln
225
Trp

<210> 47

Thr
Ala
Val
Gly
50

Leu
vVal
His

Lys

Leu

130
Trp

Cys
Lys
Arg
Gly
210

Pro

Ile

<211> 249

<212> PRT

Thr
Gln
Pro
35

Ser
Thr
Arg
Pro
Leu
115
Pro
Gly
Thr
Asp
Thr
195
Thr

Asn

Pro
Glu
20

Cys
Gln
Ala
Leu
Gly
100
Asn
Ser
Thr
Asp
Leu
180
Asn

Leu

Asp

Lys

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu
Asp
Pro
Leu
Ala
Val
85

Tyr
Gly
His
Thr
Val
165
Leu
Ala
Gln

Pro

Val
Gln
Arg
His
His
70

Gly
Ser
Arg
Cys
Thr
150
Lys
Gly
Cys
Gly

Gly
230

Ile
Gly
Gly
Cys

55
Cys

Thr
Ala
Asp
135
Ser
Leu
Asp
Asn
Val

215
Val

ES 2369 659 T3

Leu
Asn
Ser
40

Gly
Met
Gln
Gln
Lys
120
Pro
Pro
Ile
Ser
Gly
200
Val

Tyr

Leu
Lys
25

Gln
Gly
Asn
Lys
Thr
105
Leu
Pro
Asp
Ser
Met
185
Asp

Ser

Thr

Leu
10

Ser
Pro
Val
Glu
Ile
90

His
Ser
Gly
Val
Pro
170
Leu
Ser

Trp

Gln

Thr
Gly
Trp
Leu
Tyr
75

Lys
Ala
Ser
Thr
Thr
155
Gln
Cys
Gly
Gly

Val
235

Phe
Glu
Gln
Leu
60

Asn
Ala
Asn
Ser
Met
140
Phe
Asp
Ala
Gly
Ser

220
Cys

Ala
Lys
Val
45

Asn
val
Thr
Asp
Val
125
Cys
Pro
Cys
Gly
Pro
205
Phe

Lys

Leu
Ile
30

Ala
Glu
his
Arg
Leu
110
Lys
Thr
Gly
Arg
Ile
190
Leu

Pro

Tyr

<223> Secuencia de aminoacidos deducida de la parte C-terminal de SCCE de cerdo.

<400> 47
Met

1
Ala
Ile
Ala
Gln

65
Val

Ala
Leu
Ile
Leu
50

Gln

His

Arg
Gly
Asp
35

Leu

Txp

Leu

Pro
Ser
20

Gly
Lys
Val

Gly

Leu
Ala
Val
Gly
Leu

Ser
85

Leu
Ala
Pro
Asn
Thr

70
Asp

Pro
Gln
Cys
Gln
55

Ala

Arg

Pro
Glu
Pro
40

Leu

Ala

Leu

Arg
Gly
Gly
His
His

Asp

Leu
10

Gln
Gly
Cys
Cys

Asp

- 90

44

Ile

Asp

Ser

Gly

Met
75
Arg

Leu
Lys
Arg
Gly
60

Met

Lys

Leu
Ser
Pro
45

Val

Asn

Gly

Leu
Gly
Trp
Leu
Asp

Gln

Gly
15

Ile
Leu
Gln
Met
Ser
95

Met
Lys
val
Gln
Lys
175
Pro
Met
Cys

Val

Ser
15

Glu
Gln
Val
Tyr

Lys
95

Ser
Asp
Leu
Trp
Gly
80

Phe
Leu
Val
Ser
Leu
160
Val

Asn

Gly

Asn
240

Leu
Lys
Val
Asn
Asn

80
Ile
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Arg Ala Met Arg Ser Phe Arg His Pro Gly Tyr Ser Thr Gln Thr His

100 105 110 )
Val Asn Asp Leu Met Leu Val Lys Leu Ser Arg Pro Ala Arg Leu Ser

115 120 125
Ala Ser Val Lys Lys Val Asn Leu Pro Ser Arg Cys Glu Pro Pro Gly
130 135 140
Thr Thr Cys Thr Val Ser Gly Trp Gly Thr Thr Thr Ser Pro Asp Val
145 150 155 = - 160
Thr Phe Pro Ala Asp Leu Met Cys Thr Asp Val Lys Leu Ile Ser Ser
165 170 175

Gln Asp Cys Lys Lys Val Tyr Lys Asp Leu Leu Gly Ser Ser Met Leu

180 185 190
Cys Ala Gly Ile Pro Asn Ser Lys Thr Asn Ala Cys Asn Gly Asp Ser

195 200 205
Gly Gly Pro Leu Val Cys Lys Gly Thr Leu Gln Gly Leu Val Ser Trp
210 _ 215 220
Gly Thr Phe Pro Cys Gly Gln Pro Asn Asp Pro Gly Val Tyr Thr Gln
225 230 235 240
Val Cys Lys Tyr Ile Asp Trp Ile Asn
245

<210> 48

<211> 253

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos deducida de la parte C-terminal de la SCCE de ser humano.
<400> 48

Met Ala Arg Ser Leu Leu Leu Pro Leu Gln Ile Leu Leu Leu Ser Leu
1 5 10 15
Ala Leu Glu Thr Ala Gly Glu Glu Ala Gln Gly Asp Lys Ile Ile Asp
20 25 30
Gly Ala Pro Cys-Ala Arg Gly Ser His Pro Trp Gln Val Ala Leu Leu
35 40 45
Ser Gly Asn Gln Leu His Cys Gly Gly Val Leu Val Asn Glu Arg Trp
50 55 60
Val Leu Thr Ala Ala His Cys Lys Met Asn Glu Tyr Thr Val His Leu
65 70 75 80
Gly Ser Asp Thr Leu Gly Asp Arg Arg Ala Gln Arg Ile Lys Ala Ser
85 90 95
Lys Ser Phe Arg His Pro Gly Tyr Ser Thr Gln Thr His Val Asn Asp
100 105 110
Leu Met Leu Val Lys Leu Asn Ser Gln Ala Arg Leu Ser Ser Met Val
: 115 120 125
Lys Lys Val Arg Leu Pro Ser Arg Cys Glu Pro Pro Gly Thr Thr Cys
130 135 140
Thr Val Ser Gly Trp Gly Thr Thr Thr Ser Pro Asp Val Thr Phe Pro
145 150 155 160
Ser Asp Leu Met Cys Val Asp Val Lys Leu Ile Ser Pro Gln Asp Cys
165 170 175
Thr Lys Val Tyr Lys Asp Leu Leu Glu Asn Ser Met Leu Cys Ala Gly
180 185 190
Ile Pro Asp Ser Lys Lys Asn Ala Cys Asn Gly Asp Ser Gly Gly Pro
195 200 205 -
Leu Val Cys Arg Gly Thr Leu Gln Gly Leu Val Ser Trp Gly Thr Phe
210 215 220
Pro Cys Gly Gln Pro Asn Asp Pro Gly Val Tyr Thr Gln Val Cys Lys
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15

225

Phe Thr Lys Trp Ile Asn Asp Thr Met Lys Lys His Arg

<210> 49

<211> 226

<212> PRT

230

245

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2369 659 T3

235

250

240

<223> Secuencia de aminoacidos deducida de la parte C-terminal de SCCE de rata.

<400> 49

Met Gly
1
Leu Glu

Lys Glu
Leu His
50
Ala His
65
Ile Glu
His Pro
Lys Met
Leu Pro
130
Trp Gly
145
Cys Ser
Lys Asp
Lys Thr
Asp Thr
210

Pro Asn
225

<210> 50
<211> 249

<212> PRT

Val
Thr
Gly
Cys
Cys
Asp
Gly
Asp
115
Asp
Thr
Asp
Leu
Asn

195
Leu

Trp
Ala
20

Ser
Gly
Lys
Gln
Tyr
100
Lys
His
Thr
Val
Leu
180
Thr

Gln

Leu
Gly
His
Gly
Met
Ser
85

Ser
Pro
Cys
Thr
Lys
165
Gly
Cys

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu
Gln
Pro
Val
Gly

70
Ala

Thr

Val
Glu
Ser
150
Leu
Lys

Asn

Leu

Ser
Gly
Trp
Leu
Gln
Gln
Arg
Lys
Pro
135
Pro
Ile
Thr
Gly

Val
215

Leu
Glu
Gln
40

Val
Tyr
Arg
Thr
Met
120
Pro
Asp
Ser
Met
Asp

200
Ser

Leu
Arg
25

Val
Gly
Thr
Ile
His
105
Ser
Gly
Val
Ser
Leu
185

Ser

Trp

Thr
10

Ile
Ala
Glu
Val
Lys
90

Val
Asp
Thr
Thr
Gln
170
Cys
Gly

Gly

Val
Ile
Leu
Ser
His
75

Ala
Asn
Lys
Leu

Phe
155

Glu

Ala
Gly

Thr

Leu
Asp
Leu
Trp
60

Leu
Ser
Asp
Val
Cys
140
Pro
Cys
Gly

Pro

Tyr
220

Leu
Gly
Lys
45

Val

Gly

Arg.

Ile
Gln
125
Thr
Ser
Lys
Ile
Leu

205
Pro

Ser
Tyr
30

Gly
Leu
Ser
Ser
Met
110
Lys
Val
Asp
Lys
Pro
190
vVal

Cys

Leu
15

Lys
Asp
Thr
Asp
Phe
95

Leu
Val
Ser
Leu
Val
175
Asp
Cys

Gly

<223> Secuencia de aminoacidos deducida de la parte C-terminal de SCCE de ratén.

46

Ala
Cys
Gln
Ala
Lys
80

Arg
Val
Lys
Gly
Met
160
Tyr
Ser

Asn

Gln
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<400> 50

Met Gly Val Trp Leu Leu Ser Leu Ile Thr Val Leu Leu Ser Leu Ala

1 5 10 15

Leu Glu Thr Ala Gly Gln Gly Glu Arg Ile Ile Asp Gly Ile Lys Cys
20 25 30

Lys Glu Gly Ser His Pro Trp Gln Val Ala Leu Leu Lys Gly Asn Gln
35 40 45
Leu His Cys Gly Gly Val Leu Val Asp Lys Tyr Trp Val Leu Thr Ala
50 55 60
Ala His Cys Lys Met Gly Gln Tyr Gln Val Gln Leu Gly Ser Asp Lys
65 70 75 80
Ile Gly Asp Gln Ser Ala Gln Lys Ile Lys Ala Thr Lys Ser Phe Arg
85 : 90 95
His Pro Gly Tyr Ser Thr Lys Thr His Val Asn Asp Ile Met Leu Val
100 105 110
Arg Leu Asp Glu Pro Val Lys Met Ser Ser Lys Val Glu Ala Val Gln
115 _ 120 125
Leu Pro Glu His Cys Glu Pro Pro Gly Thr Ser Cys Thr Val Ser Gly
130 135 - ) 140 :
Trp Gly Thr Thr Thr Ser Pro Asp Val Thr Phe Pro Ser Asp Leu Met
145 150 155 160
Cys Ser Asp Val Lys Leu Ile Ser Ser Arg Glu Cys Lys Lys Val Tyr
165 170 175
Lys Asp Leu Leu Gly Lys Thr Met Leu Cys Ala Gly Ile Pro Asp Ser
180 . 185 190
Lys Thr Asn Thr Cys Asn Gly Asp Ser Gly Gly Pro Leu Val Cys Asn
195 200 205
Asp Thr Leu Gln Gly Leu Ala Ser Arg Gly Thr Tyr Pro Cys Gly Gln
210 ) 215 220
Pro Asn Asp Pro Gly Val Tyr Thr Gln Val Cys Lys Tyr Lys Arg Trp
225 230 235 240
Val Met Glu Thr Met Lys Thr His Arg
245
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REIVINDICACIONES

1. Ratén transgénico que tiene integrado dentro de su genoma una secuencia de nucleétidos heterdloga que
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica para una proteina con una secuencia de aminoacidos que
tiene una identidad de secuencia de al menos el 75% con respecto a la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ
ID NO: 2, en el que dicha proteina presenta actividad de enzima quimotriptica del estrato corneo (SCCE), y en el que
dicha secuencia de nucledtidos heteréloga esta operativamente unida al promotor temprano de SV40.

2. Ratén transgénico segun la reivindicacion 1, en el que dicho promotor temprano de SV40 operativamente unido
impulsa la expresion de dicha proteina heteréloga en la epidermis.

3. Raton transgénico segun la reivindicacion 1 6 2, en el que la secuencia de nucledtidos comprende una secuencia
de ADN tal como se muestra en SEQ ID NO: 1, que codifica para la SCCE humana.

4. Raton transgénico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la secuencia de ADN codifica
para el péptido mostrado en SEQ ID NO: 2.

5. Raton transgénico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el mamifero muestra un fenotipo
de piel anémalo que se asemeja a enfermedades cutaneas heredadas con hiperqueratosis epidérmica.

6. Método para preparar un ratén transgénico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que comprende
las etapas de:

(a)construir y amplificar una secuencia de nucledtidos heteréloga que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica para una proteina con una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el
75% con respecto a la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2, en el que dicha proteina presenta
actividad de enzima quimotriptica del estrato cérneo (SCCE), y en el que dicha secuencia de nucleétidos heterdloga
esta operativamente unida al promotor temprano de SV40,

(b)introducir dicha secuencia de nucleétidos heterdloga en una célula de ratén,

(c)usar dicha célula, o la progenie de dicha célula, para crear varios supuestos embriones de raton o ratones
transgénicos, y

(d)seleccionar un ratén o embrién de ratén que tiene dicha secuencia de nucledtidos heterdloga integrada dentro de
su genoma.

7. Uso del raton transgénico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, como un modelo para el estudio de
enfermedad con el objetivo de mejorar el tratamiento, mitigar o mejorar un estado patogénico, para el desarrollo o
las pruebas de un cosmético o una formulacién farmacéutica o para el desarrollo de un método de diagndstico en
relacion con enfermedad cutanea, cancer de ovario o cancer de piel.

8. Método para identificar un compuesto o composicion eficaz para la prevencion o tratamiento de un fenotipo no
deseado o anémalo seleccionado de un fenotipo de piel anémalo y cancer de piel o de ovario, comprendiendo el
método

(a)administrar un compuesto 0 composicion a un ratén transgénico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a

(b)evaluar el fenotipo de un ratén tratado segun la etapa (a),
(c)comparar el fenotipo de un ratén tratado con un ratén de control no tratado e

(d)identificar el compuesto o composicion como eficaz para la prevencion o tratamiento del fenotipo no deseado o
anomalo.

9. Método segun la reivindicacién 8 para identificar un compuesto o composicion eficaz para la prevencion o
tratamiento de enfermedades cutaneas heredadas con hiperqueratosis epidérmica.

10. Método segun la reivindicacién 8 para identificar una composicion cosmética.
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promotor temprano de SV40

hscce | ﬂ i - I
ATG TAA
mscce 1114 L
ATG TAA
1kb

Fig. 1
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